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INTRODUCTION. 


By means of loading tests, with new-born puppies as experi- 
mental animals, T. Shoji (1937) of our Department investigated 
the development of the functions of various organs; and together 
with the results of changes in certain blood constituents, he ad- 
vanced a view of no small interest regarding the cause of infantile 
jaundice. However, examination was not made of the changes m 
non-protein nitrogen and its constituents, substances intimately 
related with protein metabolism and the functions of various 
organs. Further, reports of a similar nature are searce and re- 
ference could only be made to Miwa’s (1936) paper where the 
author estimated the amounts of non-protein. nitrogen and its 
constituents in rabbits from birth to maturity, at intervals of: 15 
days, and found these substances to be in greater amounts in the 
younger than in the older animals. In addition to the above there 
are reports where comparisons were made of one or two nitrogenous 
substances in the placental blood of new-born infants, children 
and adults of man. : Nee OF Bx i 

In this paper the changes that occur in non-protein nitrogen 
and its constituents between birth and ‘maturity were examined 
and the following results were obtained: The amount of non- 
protein nitrogen is highest at birth but rapidly decreases on the 
2nd and 3rd days, after. which, till the 14th day, it remains almost 
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constant; but thereafter, till the 30th day, the amount further 
decreases. The principal constituents that show greatest changes 
are urea nitrogen, amino acid nitrogen and ammonia nitrogen, and 
their changes ran parallel with that for the total non-protein 
nitrogen. 


EXPERIMENTAL MATERIALS AND MretHop 


New born puppies of different ages were examined. They 
were separated from the mothers for at least 5-6 hours and in this 
fasting condition the experiments were made. Blood was obtained 
usually from the carotid arteries, but in adults from the saphenous 
vein, while to prevent clotting, lithium oxalate was added. The 
proteins were removed by Folin-Wvw’s method and analyses were 
made by Folin’s method (amino acid and ammonia nitrogen), 
Folin-Wuw’s method (total creatinine) and Van Slyke-Cullen’s 
method (urea nitrogen). 

In conducting this work attention was paid to the following: 

1. Age of puppies. In determining the age of the puppies 
those born before noon and those after were separated and the date 
of birth of the latter group was fixed for the day following. 

2. Ammona nitrogen. This is found only in small amounts 
so that estimations were made with 10 ee. of blood. 

3. Uric acid. Steinitz (1914) and Folin and Denis 
(1913) found the blood urie acid content to be very low while 
most investigators, such as Scheunert and H. v. Pelchrzim 
(1923), Schmitt-Krahmer (1923) and others, consider it to be 
absent. It is known that uricase is present in the body of dogs, 
while in new born human infants uric acid is demonstrable in 
large amounts. It was therefore considered interesting to estimate 
the amounts of uric acid in the blood and to note the changes in 
the content; but it was found that in both adult and new-born 
puppies the amounts were so extremely low as to render estimations 
difficult, so that the experiments were abandoned. 


EXPERIMENTAL RESULTS. 


The changes in the amounts of non-protein nitrogen and the 
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principal nitrogenous constituents that accompany growth are in- 
dicated in the tables and graphs below. 
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TABLE I. 
: ‘ : Total 
Days Exp Body Non-protein Urea Amino acid Crentne 
after + weight |Sex| nitrogen nitrogen nitrogen 2 
mth | NS | Ge) (mg/dl) | Quz/at) | (me/ap | eee 
birth g) g g (mg/dl) 
10 417 g 84.07 34.86 Hoss 2.29 
1i 390 g 95.27 41.72 LTS 2.22 
12 400 2 81.27 36.26 16.27 2.15 
36 315 re) 82.64 39.00 14.82 2.30 
1 37 364 | ¢ 78.43 39.72 13.12 2.33 
Average 84.34 38.31 15.35 2.26 
Percentage to non-prot. N 45.42 18.20 2.68 
23 130 2 62.96 29.50 10.88 2.44 
24 170 3 67.47 31.22 8.24 2.48 
29 325 6) 05.12 24.47 10.50 Os 
30 314 i) 58.73 23.16 10.77 2.45 
a 31 435 | ? 62.97 29,25 10.65 2.28 
Average 61.45 27.52 10.21 BP 
Percentage to non-prot. N 44,78 16.62 3.78 
13 275 2 59.86 18.28 8.68 2.38 
14 360 g 53.82 21.59 8.64 2.26 
15 300 3 50.58 24.20 9.82 2.36 
g 16 210 3 54.10 16.57 9.46 2.33 
Average 54.59 20.16 * 9.15 2.33 
Percentage to non-prot. N 36.93 16.76 4.27 
26 544 g 49.59 18.14 9.09 2.35 
27 437 2 42.42 10.98 8.89 2.61 
28 470 S$ 47.90 14.49 8.68 2.42 
ie 25 EEN 55.92 11.67 8.86 1299 
4 75 295 3 57.07 20.98 8.75 
76 215 6 59.57 24.73 8.40 
Average 52.08 16.83 8.78 2.34 
Percentage to non-prot. N 32.32 16.86 4.49 
39 470 io) 55.22 21.38 11.35 2.22 
40 520 S) 41.84 21.38 9.12 2.36 
tt 330 3 48.44 11.32 7.00 
5 78 380 fe) 51.34 ilaleilal 7.24 
'' | Average 49.21 16.3 8.68 2.29 
Percentage to non-prot. N Sosa 17.64 4.65 
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TABLE I—(Continued). 
Days Exp Body Non-proteim| Urea Amino acid C ee 
ae No “| weight |Sex| nitrogen | nitrogen nitrogen iieevet 
irth | No: 
bir (g) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (neal) 
Ales 362 °) 53.13 18.02 9.29 2.57 
18 380 fo) 47.78 19.14 8.93 2.35 
19 325 g 38.20 14.63 8.57 2.30 
if 680 9 47.53 18.68 7.45 2.76 
2 720 fe) 44.59 13.88 6.67 2.06 
7 3 ifslObetl tes 38.99 6.31 2.28 
79 460 ) 56.49 iss 7.04 
80 425 9 56.78 16.66 7.50 
Average 47.94 16.60 7.80 Deo 
Percentage to non-prot. N 34.63 16.27 4.99 
5 1185 g 49.63 17.28 5.22 1.78 
6 1100 i) 54.67 Ile BY 5.26 1.78 
20 662 6 53.10 16.74 10.88 1.95 
14 21 610 5 41.86 14.36 9.25 2:32 
22 642 g 42.57 10.70 9.01 1.89 
Average 48.37 15.29 7.92 1.94 
Percentage to non-prot. N 31.61 16.37 4.01 
a 1125 & 33.53 7.42 5.94 1.98 
8 1300 3 28.63 5.88 6.76 1.91 
4) 1250 9 81.43 8.54 6.54 1.93 
32 1025 3 29.90 6.75 6.29 2.32 
30 Some) Q 26.11 4.60 6.36 2.06 
34 1000 3 32.72 4.51 6.40 1.64 
35 1050 5 29.48 5.26 6.27 2.20 
————— 
Average 30.26 6.14 6.37 PAA 
Percentage to non-prot. N 20.29 21.05 6.64 
41 2370 2 29.48 9.70 8.24 EOS 
42 1260 S$ 30.60 5.78 7.81 2.05 
60 43 1790 2 39.05 10.52 6.56 2.13 
Average 33.04 8.67 7.54 2.04 
Percentage to non-prot. N 26.24 22.82 6.17 
44 12kg] 92 27.79 6.05 7.46 2.01 
45 10 5 37.65 SEI Os 8.26 2.07 
46 8 g 39.05 14.76 7.72 1.98 
47 13 Q 44.67 8.31 9.09 1.96 
eters 48 18 g 41.86 14.77 9.17 2.21 
pues ae 16 | 9 38.35 13.70 8.75 2.05 
Cee ale 60 15 | 3 33.41 9.22 8.54 2.02 
51 9 ro) 33.42 7.81 6.77 2.18 
Average 37.08 10.78 8.27 2.06 
Percentage to non-prot. N OL 22.33 1.06 
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TaBLeE II. 
Days iors Body Non-protein Ammonia 
after Ne. weight Sex nitrogen nitrogen 
birth : (g) (mg/dl) (mg/dl) 
52 360 te) 78.75 1.22 
: 53 365 fe) | 78 47 1.80 
Average 78.61 L226 
Percentage to non-prot. N 1.60 
56 320 2 538.02 0.66 
oT 390 S) 62.22 0.70 
9 58 400 2 71.47 0.73 
Average 63.90 0.70 
Percentage to non-prot. N 1.10 
59 526 ¢ 52.85 0.59 
5 60 415 ) 54.53 0 66 
Average 53.69 0.63 
Percentage to non-prot. N a7 
61 525 co} 4831 0.59 
62 490 g 46.83 0.60 
by 355 3 49.98 0.57 
4 7, 270 g 48.10 0.50 
te ape 48.31 0.57 
Percentage to non-prot. N 1.18 
63 635 g 51.19 0.45 
64 620 fo) 50.05 0.46 
ns 73 350 2 ileoe 0.48 
a 74 260 g 49.34 0.36 
Average 50.53 0.44 
Percentage to non-prot. N 0.87 
65 625 3 49.91 0.57 
F US 340 Q 46.27 0.52 
Average 48.09 0.55 
Percentage to non-prot. N 1.14 
54 675 6) 44.73 0.43 
f 55 650 2 47.53 0 36 
Average 46.13 0.40 
Percentage to non-prot. N 0.87 
66 1230 Q 42.70 0.30 
ig 67 1290 io} 4.84 0.45 
Average 42.77 0.40 
Percentage to non-prot. N 0.94 
68 8kg @ 30.94 0.15 
69 10 3 31.64 0.14 
Mature 70 10 fo} 33.7 0.20 
dogs 
8 Average 32.11 0.16 
Percentage to non-prot. N 0.5 
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1. Non-protein nitrogen. This is found in the ereatest amount 
on the first day. The average was 84.34 mg/dl which is equal to 
2.8 times the amount for the 30th day after birth, and 2.3 times 
that for adults. On the 2nd and 3rd days the amount rapidly 
decreased, but after this to about the 14th day, the decrease was 
slow and gradual and the average for this period was 49.40 mg/dl. 
On the 30th day there was again a sharp decrease and the average 
was 30.26 mg/dl. The amount for the 60th day was 33.04 mg/dl 
and was approximately equal to that for the 30th day although dué 
to the smallness of the number of animals tested a definite figure 
could not be obtained. In adult dogs the amount varied a little 
depending upon the nature of food, but the average was slightly 
higher and was 37.03 mg/dl. 

2. Urea mtrogen. The changes in the amount of urea nitro- 
gen ran parallel with that for the total non-protein nitrogen, hence 
the figure for the first day was highest; while on the 2» | and 3rd 
days there was a rapid fall, after which to about the 14th day 
the figure remained almost stationary. On the 30th day there was 
again a rapid fall as may be seen in Chart I. The average for 
the first day was 38.31 mg/dl and was 45.4% of the total non- 
protein nitrogen. This amount is 3.6 times that for adults and 
6.2 times that for the 30th day. On now examining these decreases 
and comparing them with those for total non-protein nitrogen, it 
is found that the rates for the 1st and 2nd days are almost similar 
and very high (45.4% and 44.8%); on the 38rd and 4th day there 
is a rapid fall, after which to the 14th day the figure remains 
almost constant. But on the 30th day the lowest figure of 20.3% 
is obtained, after which the amount approaches that for adults 
(Chart. ELT): 

3. Amino acid nitrogen. The changes in the amount of this 
nitrogen correspond closely to that for the above two (refer to 
Chart I). Hence the figure was highest on the first day, showing 
15.35 mg/dl, an amount 1.9 times that for adults and 2.4 times 
that for the 30th day. Again on the 2nd and 38rd days there was 
a sharp fall, after which the decrease took place more gradually. 
On comparing the figures with that for the total non-protein 
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nitrogen there are no marked changes till about the 14th day; 
with, however, the exception of the Ist day, where the figure is a 
little higher, but after the 14th day an increase was noted and on 
the 30th day the percentage showed 21.0% (Chart IIT). 


4 


4. Creatinine nitrogen. The changes in total creatinine 
nitrogen that accompany growth are small and the absolute 
amounts for the 14th and 30th days were only a little less than 
that for the Ist to the 5th days (Chart II). In comparing these 
amounts with the total non-protein nitrogen, the creatinine conteat 
at birth was low and increased with growth so that a state of 
affairs very similar to that for amino acid nitrogen was obtained, 
but the increase was more definite and marked (Chart IV). 

5. Ammonia nitrogen. The changes in the amount of this 
nitrogen were almost identical with those of the total non-protein 
nitrogen and urea nitrogen. ‘Hence, on the first day the amount 
was highest (1.26 mg/dl) and was about 8 times that for mature 
animals. However on the 2nd -and 3rd days this rapidly fell, but 
later the decrease was more gradual till the adult figure was 
attained. On comparing these amounts with that for. the total 
non-protein nitrogen the results resemble closely those for urea 
nitrogen (refer to Table II, Charts IJ, III and IV). 


CoNCLUSION AND SUMMARY. 


On examining the changes in total non-protein nitrogen and 
its constituents that are brought about by growth it was possible 
to distinguish the 3 phases indicated below: 

1. First phase. ‘From the first to the third day the total 
non-protein nitrogen was present in the highest amount. During 
this period the non-protein, urea, amino acid and ammonia nitro- 
gens rapidly decreased in amount. 

2. Second phase. This corresponds to a period extending 
from the preceeding to the 30th day. The decrease is slow but 
certain and during this pened the figure gradually approximate 
the adult one. 
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3. Third phase. This corresponds to a period extending from 
the 50th day to maturity, during which the amount showed a slow 
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and slight increase. 

The changes during the first phase are probably due to the 
increased breakdown of protein substances immediately after birth, 
to increased metabolism and to the poor functional ability of 
the liver and kidneys. During the second phase the functions 
of various viscera are slowly developed. After the 30th day 
(Phase III) with the end of suckling and the beginning of the 
intake of new food materials the results approach those for adults. 

From the above, in observing the changes in the functions of 
the hver and kidneys brought about by growth it appears that the 
hepatic function as well as the excretory function of the kidneys 
are poor at birth, but that these are improved with development 
till about the 30th day when they attain approximately the condi- 
tion of adults. The results are in close accord with those of 
Shoji, who showed that in the new-born, the functions of 
synthesising indican and excretion of dyestuff are extremely poor. 

The non-protein nitrogenous substances that take part in the 
changes are chiefly urea and amino acid nitrogen, and the changes 
in these and ammonia nitrogen closely follow those for the total 
non-protein nitrogen. 

The changes in the total creatinine nitrogen are negligible. 


I am indebted to Dr. T. Shoji for much valuable help and 


many suggestions. 
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ON THE INFLUENCE OF VARIOUS KINDS OF 
NUTRITION UPON THE ACETALDEHYDE 
FORMATION IN THE LIVER. 


Report IT. 


I. The acetaldehyde formation in the liver of dogs 
in a condition of hunger. 

II. The acetaldehyde formation in the liver of dogs 
nourished by a protein-fat diet. 


III. The acetaldehyde formation in the liver of dogs 
damaged with carbon tetrachloride. 


By 


KOKUSHO RI. 


(From the Medical Clinic of Prof. Dr. N. Kageura, 
Nagasaki Medical College, Japan.) 


(Received for publication, Dec. 26, 1939) 


If animals are kept in a state of hunger or are administered 
a special diet, it is easy to see that their internal metabolism will 
differ from the norm. However, the rate of alteration of the 
metabolie function will differ according to the organs, as clearly 
indicated in numerous researches. In the study of the liver, a 
condition of hunger and a special diet may be regarded as a factor 
of liver disturbance. The function of the liver during a condition 
of hunger has a close relationship with sugar assimilation. In- 
vestigators like Lehmann (1874), Cl. Bernard (1877), Grunke 
(1926) and Ikejiri (1933) maintain that a condition of hunger 
results in impeding the assimilation of glucose; while Tanaka 
(1937) reports, after experimenting with rabbits in an advanced 
stage of hunger, that there is always a marked increase of fructose 
in the blood, and that a condition of hunger causes functional 
disturbances of the liver. Ikushima (1929) notes that there is a 
delay in the time of excretion of azorubin S out of the liver of 
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rabbits in a condition of hunger. Iwata (1937) notes, after per- 
fusion experiments, that in a condition of hunger there is a decline 
in the ability of the liver to deal with ketones. Miyazaki (1937) 
states, after perfusion experiments with dogs in a condition of 
hunger, that in a prolonged state of hunger there is a marked 
decline in the acetone formation of the liver. Furthermore, he 
points out that there is a certain relationship between the glycogen 
content of the liver and its capacity to form acetone. Hara(1938) 
reports that the ability of rabbits charged with benzoic acid to 
synthesize hippuric acid declines when kept in a condition of 
hunger. Takehara (1938) found that the action of arginase in 
the liver is increased by hunger. According to Hayashi (1931) 
and Tobara (1933) fat deposits are formed in the liver cells 
during a condition of hunger. Furthermore, atrophy and degenera- 
tion are noticeable. Next, in noting the influence of a fat and 
protein diet, which amounts to partial hunger, on the function of 
the liver, Miyazaki (1936) states that excessive taking in of fat 
increases the fat content and decreases the glycogen content of the 
liver. He notes, also, that appleation of sugar lowers the influence 
of such a diet on the liver. However, the increase in the storing 
up of fat is due to the changes of function of the liver, which, in 
turn, is the result of a special diet. Ogushi (1928) notes’ the 
degeneration of the liver cells of rabbits bred on egg albumen. 

In 1922 Prof. Kageura, in experimenting with non-diabetic 
patients and nermal dogs, discovered that in administering a so- 
called protein-fat diet for a given period of time, there was a 
considerable decline in glucose assimilation; the same fact was 
acknowledged by Staub (1922). However, Prof. Kageura, in 
a perfusion experiment on the surviving liver of a dog, has con- 
firmed the fact that a protein-fat diet greatly decreases the 
elycogenetic function of the liver. Nagasue (1925) reports, in 
experimenting with dogs given a protein-fat diet, that the increase 
of blood sugar in dogs given fructose is only slightly above the 
norm. Hara (1939) notes that in the case of rabbits given a 
protein-fat diet, there is a decline in the ability of the liver to 
compose hippuric acid. 
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The function of the liver when carbon tetrachloride, a liver 
poison, is administered, was studied by Miyazaki who made a 
perfusion experiment on the liver of a dog charged with carbon 
tetrachloride. He reports a decline in the acetone formation of the 
liver. Sawada (1927) notes, in the case of a liver poisoned 
with carbon tetrachloride, a disorder in the metabolism of carbo- 
hydrates. Wakabayashi (1927) confirms a disturbance in the 
function of poisoned livers to excrete pigment. The histological 
changes of such poisoned livers were made clear by Miyazaki, 
Lambelt (1923) and Wada (1924). In general, the liver showed 
deterioration, i.e. fatty degeneration and gangrene growth in the 
liver cells. 

As explained above, absolute and partial hunger constitute 
one form of liver disturbance. Regarding the function of the liver 
under varying circumstances, many experiments have been made 
to which the author has referred, but on the subject of acetaldehyde 
formation in the liver under the above conditions, there seems to 
exist hardly any literature. As a matter of fact, since Neuberg 
(1916-1924), it has become evident that acetaldehyde is an inter- 
mediate product of the metabolism of sugar in oxydative decom- 
position. Moreover, among all the vital organs, the liver shows the 
most advanced acetaldehyde formation. However, what changes 
in the acetaldehyde formation does a damaged liver show? This, 
as regards the metabolism of sugar, is an interesting question. 
The author, therefore, presented as his first report (1939) his 
studies on the acetaldehyde formation in the liver of dogs bred on 
a normal diet, followed by reports on the acetaldehyde formation 
in the liver of dogs under fasting, protein-fat dieting, and, finally, 
under carbon tetrachloride poisoning. 


Methods. 


The results of the first report will be used here as a control 
experiment. The animals used in this experiment were healthy, 
fully developed dogs. The animals were bled to death by severing 
the carotid artery, and the livers were immediately extirpated for 
the purpose of testing their acetaldehyde formation. Into the 


18 


K. Ri: 


TABLE 


Investigation on 1 


(Average) 


Body weight Liver 
Ne. Po Before After Loss | Weight Glycogen 
(kg) (kg) (%) (gm) (%) (gm) 
46 2 10.2 7.9 PTS) 275 0.52 1.43 
47 g 14.7 IPED | 24.5 4C0 0.57 2.28 
(Average) 0.55 
48 fo) 13.8 10.5 23.9 360 0.44 1.58 
49 ) 10.3 Gedi 25.2 230 0.56 1529) 
50 g 13.8 11.0 20.2 428 0.58 2.48 
(Average) 0.53 
51 fe) 14.3 11.5 19.7 330 0.81 PLAN 
52 2 13.2 9.5 28.0 305 0.67 2.04 
53 ) 12.0 8.6 28.3 280 0.99 Dette 
(Average) | 0.82 | 
54 ) | 14.1 11.6 17.7 364 0.68 2.48 
55 fo) | 13.8 10.1 26.8 318 0.74 2.30 
56 | ro) | 16.1 13.0 19.3 400 0.62 2.48 
(Average) | 0.68 | 
57 eS) 13.6 10.8 20.5 404 0.71 2.87 
58 i) 10.0 Gel! 29.0 275 0.65 1.79 
59 g ier) 9.6 21.3 350 0.70 2.45 
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ie 
week fasting dogs. 
Increase 
Blood Blood Sodium Acetalde- of acetal- 
Condition sugar sulfite hyde dehyde per 
(ee. ) (%) (%) (mg% ) 100 gm 
liver (mg) 
Before 0 
no added 400 0.084 0.5 Rae oqae | | Oal4 
” 400 0.068 0.5 Ea rr (RES 
0.254 
Glycogen 1 = Before 0 es 
gm added 400 0.081 0.5 is bie 1.262 
” 400 0.095 0.5 pees ene 1.402 
» 400 0.068 0.5 Boies Ree 1.437 
1.367 
Glucose 1 - 2 Before 0 0.481 
gm added 400 0.102 0.5 abies oo 
” 400 0.077 0.5 Ree meet 0.577 
» 400 0.093 0.5 pane eae 0.524 
0.527 
Fructose 1 2 Before 0 0.712 
em added 400 0.086 0.5 aie ies 
” 400 0.067 0.5 rereea Wn 0.692 
ie Before 0 0.880 
» 400 0.070 0.5 Ree een 
0.761 
Before 0 
vac 400 0.099 0.5 Ae ty og | me zee 
; i Before 0 
” 400 0.101 0.5 After 0.183 0.266 
» 400 0.068 0.5 eeanee 0.251 
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TABLE 


Investigation on 2 


Body weight Liver 
gin ee Before | After Loss Weight es 
(kg) (kg) (%) (gm) (%) (gm) 
60 6 He) 9.0 24.4 310 0.46 1.43 
61 ) 15.2 11.6 27.6 346 0.32 al 
(Average) 0.39 
62 fo) 15.8 10.2 30.4 425 0.55 2.34 
63 ©) 18.6 L150 40.8 370 0.41 1.52 
64 ) 16.6 eg 28.3 393 0.48 1.89 
(Average) 0.48 
65 ) 15.3 10.9 28.7 372 0.36 1.34 
66 re) 13.0 9.6 26.0 300 0.48 1.44 
67 9 15.9 11.6 27.0 347 0.57 1.98 
(Average) 0.47 
68 Y 14.8 11.6 21.6 378 0.61 2.31 
69 9 D255) 8.9 28.8 380 0.57 Weil 
70 i) ZO 8.2 25.5 311 0.59 1.84 
(Average) 0.59 
| ; 
71 é 16.2 | 12.7 21.6 315 0.54 1.70 
72 3 15.0 LORS 24.7 388 0.33 1.28 
73 i) Sey 10.8 28.5 344 0.56 1.93 
(Average) 0.48 
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Increase 


: Ae Blood Blood Sodium Acetalde- of acetal- 
Condition Coe sugar sulfite hyde dehyde per 
(%) (%) |} (mg% ) 100 gm 
liver (mg) 
no added 400 0.070 Dea aie kee 
» 400 0.063 0.5 | Before 0 0.127 
After 0.110 
0.159 
pleas 400 0.066 eae EOE evita Sur Re 
» 400 0.081 0.5 oe Soe ee 
» 400 0.075 0.5 ee is ig 1.120 
1.163 
easy 400 0.048 OSI ey eee eed mines 
» 400 0.088 0.5 yee ae 0.489 
» 400 0.070 0.5 ee o oe 0.423 
0.422 
a ae 400 0.088 ieee ary ea eee 
: 400 0.099 0.5 ee Ose AObee 
f 400 0.075 0.5 ea alee F000 
0.635 
eee 400 0.077 Gaeilge on eo eters 
» 400 0.070 0.5 Fee oli aoe 
” 400 0.101 0.5 pies eee 0.299 
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perfusion blood obtained from these animals were added sodium 
sulfite and one gm. each of glycogen, glucose, fructose or lactose. 
The surviving liver was perfused for an hour, after which the 
amount of acetaldehyde which is formed per 100 gm. of liver was 
calculated. The determination of the acetaldehyde in the per- 
fusion fluid has been mentioned in the first report. Furthermore, 
the glycogen content of the liver was determined (before perfusion 
by cutting off a section of the liver) by using the Mori-Iwasaki 
method. 


1. THE ACETALDEHYDE FORMATION IN THE LIVER OF 
DOGS IN A CONDITION OF HUNGER. 


After feeding them with a normal mixed diet, as explained 
in the first report, for one week, the dogs were separated into two 
groups. One group had fasted for one week; the other group had 
fasted for two weeks. The dogs were used for experiments after 
this hunger period, their livers being examined for their acetal- 
dehyde formation. The weight of the dogs was measured before 
and after the hunger period to determine the rate of decline. 


Results. 


The results of the experiments after one week of fasting are 
given in Table I. Without adding sugar to the perfusion blood, 
the acetaldehyde formation per 100 gm. of liver was between 0.214 
and 0.293 meg, the average being 0.254meg. When glycogen was 
added the acetaldehyde formation was between 1.262 and 1.437 mg, 
or an average of 1.367 meg. With glucose the formation was be- 
tween 0.481 and 0.577 mg, the average being 0.527mg. Fructose 
gave figures between 0.692 and 0.880mg, the average being 
0.761 mg. Lactose produced 0.251 to 0.290 mg, or an average of 
0.269 meg. 

The results of the experiments after two weeks of fasting are 
given in Table II. Without adding sugar, the acetaldehyde forma- 
tion per 100 gm. of liver was between 0.127 and 0.190 mg, or an 
average of 0.159mg. When glycogen was added, the formation 
avas between 0.932 and 1.429 mg, or an average of 1.163 mg. With 
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the addition of glucose the formation was between 0.355 and 
0.489 mg, or an average of 0.422 mg. With the addition of fructose 
the formation was between 0.543 and 0.707 mg, or an average of 
0.635mg. Lactose produced between 0.279 and 0.302 me, or an 
average of 0.293 mg. 

The rate of decline of the body weight after the hunger period 
was great and differed according to the animal. The rate of de- 
cline after one week was, generally, between 17.7 and 29.0%. 
After two weeks, the rate was between 21.6 and 40.8%. The 
glycogen content of the liver after one week of fasting was 
between 0.44 and 0.99%, the average being 0.65%. After two 
weeks the content was between 0.32 and 0.61%, the average being 
0.48%. 

In studying the above figures, we find that glycogen charges 
after one and also after two weeks of fasting gave the highest rate 
of acetaldehyde formation, followed by the rate of acetaldehyde 
formation after fructose and glucose were added respectively. 
Lactose produced a slight increase. However, fructose always 
produced more acetaldehyde than glucose. If this is compared 
with the results of the first report on dogs given a normal mixed 
diet, we find that the addition of glycogen yielded a greater 
acetaldehyde formation than a normal diet; but that a fructose, 
glucose and lactose addition, when compared with a normal diet, 
produced less acetaldehyde. Compared with the results of a 
normal diet, there was less glycogen content in the liver—this being 
less pronounced after the two weeks fasting period than after one 


week. 


II. THE ACETALDEHYDE FORMATION IN THE 
LIVER OF DOGS NOURISHED BY A 
PROTEIN-FAT DIET. 


The animals were experimented on after being fed a protein- 
fat diet consisting of 9 gm. of beef and 6 gm. of lard (per kilogram, 
per day) for a period of one week. The dogs were killed by bleed- 
ing about 24 hours after the last meal in order to investigate the 
acetaldehyde formation in the liver. 


(Average) 
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TABLE 
Investigation on dogs nourished 
Body weight Liver | 
N : a] x 
‘ Pe Before After Weight Glycogen 
(kg) (kg) (gm) (%) (gm) 
74 2 9.00 8.70 265 0.83 aU 
75 9 11.60 11.90 376 0.65 2.44 
(Average) 0.74 
76 S 9.00 8.50 380 0.73 eit 
77 6) 11.00 11.00 375 0.69 2.57 
78 } 9.30 9.10 329 0.55 1.81 
(Average) 0.66 
79 2 ies, 17.0 470 0.68 3.20 
80 6 12.0 12.4 380 0.57 Sali 
81 6 8.8 9.0 326 0.71 23 
(Average) | 0.65 | 
82 & 13.00 13.60 412 0.54 2.22 
83 3 9.60 9.50 368 0.46 1.69 
84 S$ 9.80 10.60 355 ONS 2.59 
| 
(Average) | 0.57 | 
85 3 9.60 8.90 293 
86 re) 12.50 12.90 357 
87 3 8.20 8.20 260 
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THULE, 


with protein-fat diet. 


Increase 
“i Blood Blood Sodium | Acetalde- of acetal- 
Condition (ees) sugar sulfite hyde dehyde per 
‘ (%) (%) (ng% ) 100 gm 
| liver (me) 
: Before 
no added 400 OOS 0.5 ae oe 0.276 
» 400 0.079 0.5 Before 0 0.273 
o After 0.257 f 
0.275 
Glycogen 1 a Before 0 ys 
gm added any ae 05 | After 1.100} 1-158 
” Q x Before 0 | ae 
400 0.081 0.5 Ae oe eee 
” 400 0.077 0.5 BeforeO = 1.604 
After 1.319 | 
1.663 
Glucose 1 E Before 0 ad 
gm added 400 0.066 0.5 After 0.770 0.650 
= Before 0 an 
400 0.079 0.5 ‘After 0.623 0.656 
” 0 : 5 Before 0 0.675 
cd ee O° | After 0.550 
0.662 
Fructose 1 > Before 0 
gm added se 0.074 0.5 After 0.660 0.648 
= Before 0 = 
” 400 0.101 | 0.5 ‘After 0.696 0.757 
’ ¢ i Before 0 0.908 
, 400 0.090 | 0.5 ‘After 0.806 
0.769 
Lactose 1 i Before 0 
em added 400 0.086 0.5 After 0.147 0.201 
= = Before 0 5 
” 400 0.095 0.5 After 0.220 0.246 
) 9 i Before 0 0.508 
, 400 0.083 0.5 After 0.330 5) 
0.318 
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Results. 


The results of this experiment constitute Table III. Without 
the addition of sugar, the acetaldehyde formation per 100 gm. of 
liver was between 0.273 and 0.276 mg, the average being 0.275 mg. 
With the addition of glycogen the formation was between 1.158 
and 2.228meg, the average being 1.663mg. When glucose was 
added, the formation was between 0.655 and 0.675 mg, the average 
being 0.662 mg. With a fructose addition the formation. was be- 
tween 0.643 and 0.908meg, the average being 0.769mg. In the 
ease of lactose the acetaldehyde formation ranged from 0.201 to 
0.508 mg, the average being 0.318 mg. 

In the above figures obtained by a protein-fat diet we find 
that a glycogen addition causes the highest acetaldehyde forma- 
tion, with fructose, glucose and lactose following in the order given. 
With the exception of glycogen, all other forms of sugar addition, 
in comparison with a normal diet, showed a general decrease in 
the acetaldehyde formation. There was no great difference from 
fasting. 

The glycogen content of the liver ranged from 0.36 to 0.83%, 
giving an average of 0.63%. When compared with a normal diet, 
the glycogen content of the liver showed a decrease as in fasting. 
On a protein-fat diet, there was no marked difference in body 
weight before and after the feeding period. 


Ill. THe ackeTALDEHYDE FORMATION IN THE LIVER OF 
DOGS DAMAGED WITH CARBON 
TETRACHLORIDE. 


24 hours after the last meal, 1 ec. of carbon tetrachloride per 
kilo of body weight was administered by stomach sound and 3 days 
later the dogs were killed for the perfusion experiment. It was 
hard to let poisoned dogs eat a definite quantity of food because 
of anorexia or vomiting; therefore, they were not fed from one 
day before the administration of the poison to the time at which 
the animals were bled to death from the carotid artery for the 
perfusion investigation of the liver. So I have investigated the 


Acetaldehyde Formation in Liver.—I]. aoe 


influence of 4 days fasting upon the ability of the liver to form 
acetaldehyde. 


Results. 


A. The figures obtained after 4 days fasting constitute 
Table IV. As shown in the table, the acetaldehyde formation of 
the liver per 100 ¢m., without adding sugar, was between 6.254 
and 0.296 mg, or an average of 0.275meg. When glycogen was 
added the formation was between 1.075 and 1.261 mg, the average 
being 1.168mg. When glucose was added the figures were be- 
tween 0.733 and 0.774 me, or an average of 0.754mg. Fructose 
eaused an acetaldehyde formation of between 0.892 and 0.994 mg, 
the average being 0.943 me. Lactose yielded 0.293 to 0.313 mg, or 
an average of 0.303 mg. The glycogen content of the liver ranged 
from 0.49 to 0.81%, giving an average of 0.64%. The rate of body 
weight loss after the hunger periode ranged from 7.5 to 19.0%. 
Generally, these figures resemble those obtained after a one week 
fasting period. 

B. The results obtained from dogs poisoned with carbon 
tetrachloride are shown in Table V. Without giving sugar, the 
acetaldehyde formation per 100 gm. of liver was between 0.000 and 
0.112 mg, or an average of 0.067 mg. When glycogen was added, 
there was a formation of between 0.634 and 0.810 mg, or an 
average of 0.737 mg. A elucose addition caused a formation of 
between 0.182 and 0.304mg, or an average of 0.243 me, while 
fructose yielded between 0.470 and 0.635 mg, or an average of 
0.539 mg. The figures for lactose charges were 0.062 to 0.152 mg, 
or an average of 0.102 mg. 

In studying the above figures we find that the acetaldehyde 
formation of a liver damaged by carbon tetrachloride shows a 
decrease over the acetaldehyde formation of the liver after a four- 
day fasting period. Of the sugars added, glycogen and fructose 
caused a greater acetaldehyde formation than glucose and lactose. 
The fall in body weight of the animals after the experiment was 
between 13.0 and 29.3%. The glycogen content of the liver was 
between 0.41 and 0.60%, giving an average 0.50%. 
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TABLE 
Investigation on 4 
| | Body weight Liver 
N 4 mex | - Q 
. Ss Before After Loss Weight pieeres 
(kg) (kg) (%) (gm) (%) (gm) 
88 fo) | 9.6 7.8 19.0 297 0.81 2.41 
89 Sth pgeics 10.1 10.6 288 0.65 1.87 
(Average) 0.73 
90 | rs) 12.9 | 11.0 14.7 300 0.74 2.22 
91 | a) 12.0 | 10.6 AEG 282 0.68 1.92 
(Average) 0.71 
oe | Q 8.9 7.2 19.0 240 0.61 1.46 
93 | é | 10.0 9.0 | 10.0 265 0.53 1.41 
(Average) 0.57 
94 | Q | 11.6 | 10.2 12.0 312 0.49 1.53 
| 
Se ee | 12.0 | uel 7.5 295 0.64 1.89 
: 
(Average) 0.57 
96 | i) | 14.6 12.8 WS 328 0.63 DOs 
97 | 8 | 13.9 11.4 17.9 400 0.65 2.60 
(Average) 0.64 
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IVE 
days fasting dogs. 
v. Blood Blood Sodium Acetalde- peed 
Condition (€e.) sugar sulfite hyde dehyde per 
(%) (%) (mg% ) 100 gm 
| liver (mg) 
no added 400 0.081 Ope sie eset) eclege 
» 400 0.077 0.5 ee eos 
0.275 
SAN Teo aun | oe Ben NT ar, 
» 400 0,083 0.5 | ae Oe 
1.168 
ete Bi cove ta | 3e80 || tte 
» 400 0.081 0.5 ae ee oe 
0.754 
peer aly Bo 05 | Aéter 0696 | 0892 
» 400 0.075 Icom ay ere ge eal Ce! 
0.943 
peta tM! ae 05 | Atter 0257] 0.318 
” 400 0.084 Nismo ere eee eer Ore 
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TABLE 


Investigation on dogs poisoned 


Body weight Liver 
alee mee Before After Loss Weight Slee 
(kg) (kg) (%) (gm) (%) (gm) 
98 ro) 10.3 8.6 16.5 S26 0.56 1.83 
99 6 13.8 11.6 15.9 392 0.41 1.61 
100 ro) 15.0 220) 20.9 414 0.48 1.99 
(Average) 0.48 
101 6 10.9 Wet: 29.3 230) 0.52 22 
102 g 12.0 10.1 15.8 370 0.60 2.22 
103 3 12.5 10.0 20.0 382 0.44 | 1.78 
(Average) 0:52 | 
104 ro) lay 11.0 16.0 360 0.46 1.66 
105 6 14.0 12.0 14.3 403 0.41 1.65 
106 fo) 14.0 LI 16.4 385 0.55 2.02 
(Average) 0.47 
107 i) 10.8 8.1 25.0 300 0.42 1.26 
108 6) 9.6 7.0 Palle 281 0.48 13d 
109 2 10.0 8.7 13.0 314 0.56 1.76 
I 
(Average) 0.49 
110 6) 14.6 12.4 15.1 388 ORS Peal 
aay) e) haley 9.3 20.5 316 0.58 1.83 
athe? oy 10.8 8.5 14.9 240 0.44 1.06 


(Average) 0.53 


Vi 


with carbon tetrachloride. 
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Inerease 


Blood Sodium Acetalde- f acetal- 
sys Blood of aceta 
Condition le sugar sulfite hyde dehyde per 
(%) (%) (mg% ) 100 gm 
liver (mg) 
z Before 0 en 
no added 400 0.086 Or Tiers agora.) 5 atlose 
; ; ; Be Before 0 s 
’ 400 0.090 0.5 After 0.110 OsLI12 
” 400 0.068 0.5 er ‘ 0 
ser 
0.067 
Glycogen 1 . : 2 Before 0 3 
em added 400 0.081 0.5 After 0.476 0.810 
ss = is Before 0 + 
400 0.075 0.5 After 0.586 0.634 
” 400 0. 0.5 Before 0 0.768 
0 081 ‘5) Miter 0738 0.768 
6.737 
Glucose 1 23 a Before 0 i _ 
gm added 400. 0.113 0.5 After 0.220 0.244 
- = Before 0 7" 
400 0.077 0.5 After 0.183 0.182 
400 074 0.3 Before 0 0.304 
F pe : After 0.293 
0.243 
Fructose 1 s = Before 0 on 
gm added oo Ye OS After 0.476 | 0-626 
fe Before 0 
” 400 0.090 0.5 After 0.330 0.470 
- 5 Before 0 0.513 
400 0.088 0.5 Keice OA08 D 
0.538 
Lactose 1 & = Before 0 > 
em added 400 0.095 0.5 rae a Oumia2 
PS re efore : 
” 400 0.075 0.5 After 6078 0.092 
» 400 0.113 0.5 Before 0 0.062 


Atter 0.0°7 


0.102 
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Discussion. 


The greater portion of the glucose and fructose given to living 
beings changes into glycogen in the liver, while the rest goes to 
muscles and tissues, where it is converted into glycogen and is then 
destined to be utilized. The intermediate metabolism of sugar 
in the liver is exceedingly complicated. For explanations one may 
resort to Neuberg’s Enol form (1900) or Laquer’s Reaction 
form (1925), and others. Isaac (1920) used Neuberg’s Enol 
form and attempted an explanation of the intermediate metabolism 
of sugar in the liver. He maintains that fructose and glucose in 
the liver first change to Enol form, which is easily converted into 
glycogen and lactic acid. Embden (1922), Utewski (19380), 
Hahn and Haarmann (1929-1930), after experiments, made it 
clear that lactic acid is oxydated into pyroracemic acid, and finally 
changes into acetaldehyde. Moreover, Prof. Kageura points out 
that the glycogen of normal livers is slow in its mobility. In the 
author’s first paper, i.e. experiments on the normal mixed diet, I 
have reported that the acetaldehyde formation in the liver resulting 
from a glyeogen addition was less than when fructose and glucose 
were given. These results can be confirmed by looking at the above 
viewpoints. Furthermore, the fact that fructose stimulates the 
acetaldehyde formation more than glucose may be thus interpreted 
that fructose is utilized more than glucose, a fact pointed out 
by Oppenheimer (1912), Embden and Kraus (1912) and 
others. In regard to the glycogenetie ability of lactose, C. Voit 
(1891), Ishimori (1913), Nagao and Otomo (1934) maintain 
that the ability is shght, but F. Voit (1897) denies this. The 
fact is that the liver cannot readily utilize lactose directly. 
From this it may be clearly inferred that the acetaldehyde 
formation in the liver as a result of the addition of lactose is 
but sheht. 

The experiments conducted by Prof. Kageura (1924) clearly 
pointed to the fact that the glyecogenetic function of the liver 
resulting from glucose is greatly lowered by a protein-fat diet. 
A similar observation was made also with hungry animals by 
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[kejiri. In this connection, Nagasue reports that the glyco- 
genetic ability of fructose in the liver is markedly above that of 
glucose. A similar conclusion was published by Barrenschen 
(1914), and Nagao and Otomo. Okazaki (1934), in his experi- 
ments to increase the glycogen content of the liver of rabbits 
poisoned with phosphor through the application of glucose and 
fructose, reports that there is a great decline when compared with 
that of normal rabbits. The glycogen of the liver thus obtained 
is, moreover, decomposed markedly fast. 

In order to determine the rate of the oxydative decomposition 
of sugar in the internal system of animals, Magne and Simmonet 
(1922) computed the respiratory quotient of animals after ad- 
ministering sugar. They state that glucose given after a hunger 
period does not increase the respiratory quotient. Rosenwald 
(1926) sets forth the point that avitaminose impedes the stage of 
oxydative decomposition of carbohydrates. Grassheim (1926) 
maintains that fasting brings about a decrease in the consumption 
of oxygen by the livercells. Saito (1929) maintains that by acute 
phosphor poisoning the liver and other organs decidedly lower 
their power of oxydation. Hayashi and Inada (1932) report 
that the consumption of oxygen by the liver of rabbits under 
fasting or chloroform poisoning decreases. Moreover, the rate of 
decrease is proportional to the length of the hunger period. In 
short, all of these experiments under varying conditions point to 
the fact that the oxydative decomposition of carbohydrates of 
living beings cannot go on as smoothly as under normal conditions. 
This may also be said of animals under a_ protein-fat diet. 
Macleod (1927) reports that in the case of diabetic dogs, even if 
glucose does not increase the respiratory quotient, fructose in- 
creases it well enough. Palladin and Utewski (1928), in 
making a study of the acetaldehyde formation of the muscle 
eruel of pigeons in a state of hunger, report that under such a 
condition the acetaldehyde formation is less than that of normal 
birds. 

In the study made by the author on the acetaldehyde forma- 
tion of the liver under fasting and protein-fat diet, such formation 
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was greatest with a glycogen addition, followed by fructose and 
glucose. However, fructose always yielded a greater acetaldehyde 
formation than glucose, while lactose produced no great increase. 
Considering these facts, I may also say that an impaired liver 
readily utilizes glycogen, and in comparison with normal livers, 
there is active oxydative decomposition. The fact that there is a 
decrease in the acetaldehyde formation in the damaged liver when 
fructose and glucose are applied is due to the weakening of the 
liver which finds it difficult to deal with the afore-mentioned sugars. 
Also, there is a decrease in the glycogen formation because of the 
decline in the glycogenetie function of the liver, so that the indirect 
decomposition of fructose and glucose through glycogen is impos- 
sible, as has been ascertained by Grafe (1936). If we consider 
the fact that fructose always yields a greater formation of acetal- 
dehyde than glucose, we may infer that a damaged liver will more 
readily utilize fructose than glucose. In short, this means, as 
Isaae maintains, that fructose is more suitable than glucose as 
regards the liver. This becomes more evident after experimenting 
with livers impaired by carbon tetrachloride. The acetaldehyde 
formation of a liver damaged by carbon tetrachloride is generally 
less than the formation under fasting or under a protein-fat diet. 
The amount of acetaldehyde resulting from a glycogen and fructose 
addition was greater than that obtained through glucose and 
lactose. 

Neuberg claimed that carbohydrate is the mother substance 
of acetaldehyde. Without the addition of sugar he found acetal- 
dehyde formation even in liver gruel. He traces this to the de- 
composition of the glycogen innately present in the liver. The 
author in his experiments ascertained an acetaldehyde formation 
in perfused livers not given any form of sugar. However, if we 
are to accept Neuberg’s explanation, are we to infer that the 
decline in acetaldehyde formation, as shown in the author’s ex- 
periments, is due to the decrease of the innately present glycogen 
content of the liver? To clarify this point the author measured 
the glycogen content of the livers in their respective conditions 
and found that there was less glycogen content in the liver under 
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fasting, protein-fat dieting, and carbon tetrachloride poisoning 
than under normal dieting. If we consider this fact alone, we 
are led to believe that this is due to the innately present glycogen 
content of the liver. However, judging from the fact that the 
amount of glycogen of a liver damaged by carbon tetrachloride is 
about the same as that under fasting or protein-fat diet, there 
is a remarkable decrease in the acetaldehyde formation of the 
liver damaged by carbon tetrachloride; and considering the fact 
that there exists a difference in the acetaldehyde formation of the 
liver according to the kind of sugar given, the author thinks that 
the decrease in the acetaldehyde formation is not solely due to the 
diminution of the decomposition of the glycogen innately present 
in the liver. I surmise that in all probability the disorder of the 
metabolism of the tissues of the liver, that is, disturbance of the 
biochemical change of the cells in the tissues, bears directly on 
the point. If we recall Bornstein’s and Pantke’s (1930) words 
—‘“the complete combustion of all forms of sugars is due always 
to the presence of glycogen”—we feel that the decrease of glycogen 
content in the liver itself exerts great influence on the acetaldehyde 
formation of all other forms of sugar. 

The energy of life is dependent upon the decomposition of the 
sugars, and this, moreover, is dependent upon a sound liver. In 
the daily routine of our life or in the care of patients we must 
bear in mind the protection of*the liver and the promotion of a 
smooth internal oxydation of the sugars which are taken in. 


Supplement. 


I. The glycogen content of the liver of dogs nourished on a 

normal mixed diet. 

As explained in the first report, healthy, fully matured dogs 
are given a normal mixed diet for one week. 24 hours after their 
last feeding, the dogs are bled to death. Thereupon, a laparatomy 
is performed and their livers are extracted, a portion of them is 
eut out and its glycogen content determined. The results are 
shown in Table VI. The value was between 1.45 and 2.12%, or 


an average of 1.81%. 
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TaBLE VI. 
Investigation on the glycogen content of dogs nourished with 
normal mixed diet. 
Liver 
Body 
- os ao i ' 
No Sex ae Weieht Glycogen 
i (gm) (%) (gm) 
6) 13.0 365 1.75 6.39 
3 18.7 427 2.00 8.54 
5 ) 15.4 380 1.73 6.57 
| 
4 g 11,2 271 1.45 3.93 
5 6 14.0 318 2.12 6.74 
(Average) 1.81 
IIT. Cross experiment. 


The decline in the ability of the liver of dogs to form acetal- 
dehyde under carbon tetrachloride poisoning, protein-fat dieting 
and fasting depends on the qualitative changes in the blood in 
Or, it may be due to the decline in 
To verify this point, a 


each of the above situations. 
the ability of the liver cells themselves. 
cross experiment was made. That is, the liver of a dog given a 
normal mixed diet was perfused with the blood of a dog under 


fasting or protein-fat dieting or carbon tetrachloride poisoning. 


. 
TABLE VII. 
Cross experiment. 
a. Investigation on 1 week fasting liver perfused with the normal dog’s blood. 


42 ray 5 © © 
a = NS Ee BA 
rate Cones g.|#.|2.| ae | sak 
4 a la aa mm oO nO tS 
FI cr Lae) = A Condition | $3 | 38 as ZS bo S 3S S = 
s i Oe ea | eS eS 8&5 HS Oo 
e E = i Sy ss oe 
-Q -Q we < er laes 
Glucose 1 {eter (0) 
9 
113 | 6 8.6 | 296 gm added 400 | 0.093} 0.5 Aft. 0.257 0.3847 
9° : S| ier, © 
114 | 6 LOT oO ? 400 | 0.086| 0.5 ‘Aft. 0.367 0.488 


(Average) 
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b. Investigation on the normal liver perfused with 1 week fasting dog’s blood. 


a= eres Pe) 2 Se 
. Ss] 4 z SH no] en 
Se ledles eae ie |) ee ae | ee 
A D on  — M— oe no =| 
Baler eee 4 5 Condition | 23 | GS] gs TS bp EBoU 
=) i> Oey VY ach = nes x e = a i) 
‘ 3 S12 lg | ge | Baas 
ne a F Glucose 1 ~ | Bef. 0 
? > 2) 
Maly NB 12:9" | 328 em added 400 | 0.104) 0.5 Aft. 0.916 algatali/ 
qfat a i 9 . es Bef. 0 C 
apes. || KO) 8) > 400 | 0.077) 0.5 ‘Aft. 0.696 0.994 
(Average) 1.056 
c. Investigation on the protein-fat diet nourished liver perfused with the 
normal dog’s blood. 
aoa = 8 2 Hy © 
5 pt oe eee a ae as e. | 2h ie 
2 Pa eer lh Octal Se | Be || Ba Ow = 
Bless) Poa ae |) Condition gs ae | aS Ske SUS 
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Investigation on the carbon tetrachloride poisoned liver perfused with 


io) 


the normal dog’s blood. 
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Or, vice versa, the livers of these dogs under varying circum- 
stances were perfused with blood from that of a normally fed dog. 
The results are shown in Table VII, with the six subdivisions 
a, b, e, d, e, and f. As the table clearly indicates, the decline in 
acetaldehyde formation of livers under fasting, protein-fat dieting 
and carbon tetrachloride poisoning is due to the decline in the 
ability of the liver cells themselves. This holds true not only for 
glucose, but also for fructose and lactose. 


III. The average values of acetaldehyde of the liver under 
various conditions (the results of Report I and IL) are 
summarized in Table VIII. 
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TaBLEe VIII. 


Showing the average values of acetaldehyde in the liver under 
various conditions. 


The amount of acetaldehyde per 100 gm liver (mg) 


plormay Hunger Prato Carbon tetra- 
mixed fat dict chloride 
diet 4 days | 1 week | 2 weeks |** “1 poisoning 

No sugars added 0.438 0.275 0.254 0.159 0.275 0.067 
Glycogen addition 0.592 1.168 1.367 1.163 1.663 0.737 
Glucose ” 1.188 0.754 0.527 0.422 0.662 0.243 
Fructose ” 1.550 0.943 0.761 0.635 0.769 0.539 
Lactose ” 0.426 0.303 0.269 0.293 | 0.318 0.102 
The innately present 
glycogen content in 1.81 0.64. 0.65 0.48 0.63 0.50 
the liver (%) 


SUMMARY. 


1. The acetaldehyde formation of the perfusion lver from 
fructose, glucose and lactose in a fasting condition or under protein- 
fat diet is less than the acetaldehyde formation of the liver under a 
normal diet. Furthermore, the rate of decrease is generally pro- 
portional to the leneth of the fasting. 

2. In dogs poisoned with carbon tetrachloride, the acetal- 
dehyde formation of the perfusion liver from these three forms 
of sugar show a sharp decline. This decline is especially marked 
when contrasted with the results of fasting and protein-fat diet. 

3. Of these three forms of sugar, fructose promotes a greater 
acetaldehyde formation than glucose or lactose. 

4. In impaired liver the acetaldehyde formation from 
glycogen is greater than under normal diet. 

5. The amount of acetaldehyde formation in the perfusion 
liver depends upon the type of ‘sugar given, but as regards the 
acetaldehyde formation in damaged livers, glycogen and fructose 
are most beneficial. 

6. The decrease in acetaldehyde formation of impaired liver 
is not due solely to the diminution of decomposition of the innately 
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present glycogen of the liver. In all probability, there is a decline 
in the functional ability of the liver itself. 

7. According to the results of cross experiments, the decrease 
in the acetaldehyde formation of livers under fasting, protein-fat 
dieting and carbon tetrachloride poisoning is due to the decline 
of the functional ability of the liver itself and not to the qualita- 
tive changes of the perfused blood. 

In closing I wish to express my deepest appreciation to my 
esteemed teacher, Prof. Dr. Kageura, for his kind efforts in 
directing my endeavours. I wish also to express my gratitude to 
Dr. Hara for his kind assistance. 
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STUDIUM UBER VERSCHIEDENE EINFLUSSE AUF 
VERANDERUNG DES EIWEISSKORPERS UND 
PHOSPHATIDS DES BLUTPLASMAS, BESONDERS 
AUF IHRE GEGENSEITIGE BEZIEHUNG. 


Die Wertverinderung des Phosphatids und der Protein- 
Fraktion des Blutplasmas im Winter. 


VON 


NORIO YOSIDA. 


(Aus der Internistischen Klinik der Kumamoto Med. Fakultit. 
3 Vorstand; Prof. Dr. Y. Mikamo.) ; 


Ausgefihrt unter der Leitung: Prof. Dr. S. Kato (Vorstand des Biochem. 
Instituts der Kumamoto Med. Fakultit.) 


(EHingegangen am 28. Dezember 1939) 


Es hat noch niemand untersucht, was fiir eine Veranderung 
des Phosphatides im Blutplasma je nach der Jahreszeit auftreten 
kann. Um dies klar zu stellen, habe ich die Schwankung des Wertes 
des Plasma-Phosphatides im Sommer, Herbst und Winter beo- 
bachtet und dementsprechend auch die Verénderung jeder Protein- 
Fraktion verfolet. 

Gesunde miinnliche Kaninchen von iiber 2kg Korpergewicht werden in 
einer bestimmten Zeit mit demselben Futter erniihrt. .Bei niichterner Zeit 
macht man dem Tiere ein Punktion in die Ohrvene und stellt Oxalatplasma her, 
um es zur quantitativen Bestimmung zur Verfiigung zu stellen. 


Der Wert des Kephalins wird durch den Prozentsatz des 
Amino-N zum Gesamt-N im Lipoid des Plasmas dargestellt, also 
kann man den Prozentsatz des Lecithins daraus errechnen. Man 
setzt 1 ccm Plasma unter Schiitteln in 20 cem Mischung von Ather- 
Alkohol (1:1) hinzu, kocht auf dem Wasserbad bei 60°C einen 
Augenblick, filtriert nach Kiihlung, verdampft die Losung unter 
Niederdruck, lést den Riickstand in Absolut-Alkohol, filtriert ihn 
durch Asbestfilter in Mikrokjeldahlkolben, dampft die Losung 
wieder unter dem Niederdrueck ab und misst den Wert des 
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Gesamt-N im Lipoid nach der Mikro-Kjeldahl’schen Methode. 
Nach der Anweisung von Takata (1936) und Kan (1940) lasst 
man 2cem Blutplasma in 40cem Mischung von Ather-Alkohol 
(1:1) tropfen, extrahiert Lipoid, stellt eine Emulsion her und misst 
den Wert des Lipoid-Amino-N mittels des Nakashima’schen 
Mikro-NH.-N-Bestimmunesapparates (1932). Das prozentuale 
Verhaltnis von diesem Lipoid-N und Lipoid-NH»2-N erweist nun 
den Wert des Kephalins. 


Jede Protein-Fraktion wird folgenderweise nach der Howe’schen Methode 
(1921) hergestellt. Man nimmt a) 0,lcem, b) bis f) 0,2 ccm blutplasma, 
misst bei a) Gesamt-N im Plasma nach der Mikro-Kjeldahl’schen Methode, 
lasst bei b) Fibrinnegen niederschlagen, bestimmt den Stickstoff im Filtrat, 
lasst bei ¢) d) und e) Euglobulin, Euglobulin+ Pseudoglobulin-1 und Gesamt- 
Globulin je mittels der 14, 18, 22,5%-Lésung von Natrium sulfuricum siccum 
niederschlagen, misst den Stickstoff in jedem Filtrat, filtriert bei 5) den 
Niederschlag durch Trichloressigsiiure, misst den Stickstoff im Filtrat und 
bestimmt den Wert des Nicht-Proteins-Stickstoffs. Durch folgenden Berech- 
nungen kann man die Werte bestimmen. 


(a-b) Fibrinogen-N 
(b-e) Euglobulin-N 
(e-d)  Pseudoglobulin-1-N 
(d-e) Pseudoglobulin-2-N 
(b-e) Gesamt-Globulin-N ‘ 
(e-f) Albumin-N 
(f ) Nicht-Protein-N 
Die Ergebnisse des Experimentes sind folgende: 

Uber die Ergebnisse kurz berichtet, betragt im Herbst der 
Wert des Kephalins etwas weniger und im Winter bedeutend 
weniger als im Sommer, nimlich das Kephalin vermindert sich 
im Winter auf etwa 1/3. Der Wert des Gesamt-Proteins zeigt im 
Winter auch eine Verminderung, die hauptsiachlich durch Ver- 
minderung des Albumins verursacht wird, wihrend sich Globulin 
dabei vermehrt, was aber von der Vermehrung des Euglobulins 
herriihrt. Der Wert des Nicht-Protein-N vermehrt sich im Winter 
auf die doppelte Menge des Wertes des Sommers. 

Die Verminderung des Kephalins wird durch Verminderung 
des Lipoid-NHs-N und durch Vermehrung des Lipoid-Gesamt-N 
verursacht, welcher letztere wahrscheinlich hauptsiichlich auf die 
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Vermehrung des Lecithins zuriickzufiihren ist. Also im Winter 
vermehren sich im Blutplasma das Lecithin und das Globulin, 
insbesonders das Huglobulin, dagegen vermindern sich das 
Kephalins und das Albumin. 
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STUDIUM UBER DIE FETTSTOFFE DER SAURE- 
FESTBAZILLEN IN DER ERDE. 


(il Mitteiiung) 


VON 


HIROO KAMEDA. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Kumamoto Medizinischen Pakultat. 
Vorstand: Prof. Dr. S. Kato.) 


(Hingegangen am 28. Dezember 1939) 


In der vorigen Mitteilung [Kameda (1937)] habe ich 
berichtet, dass der Gehalt an Lipoid-Phosphor und Lipoid-Stick- 
stoff der von der Erde isolierten Saurefestbazillen in jedem 
Stadium ihrer Kultur von geringeren Mengen ist als dieselben der 
pathogenen Saurefestbazillen. In dieser Mitteilung handelt es sich 
um quantitative Ergebnisse verschiedener Arten von Lipoid in 


Bazillenkorpern. 


EXPERIMENT. 


Verwendet wurden die in dem Mikrobiologischen Institut unsrer Fakultat 
von der Erde isolierten Bazillen vom Stamm Nr. 243 [Nagasaki u. Ichi- 
hara] (1934) von 14 tigiger Kultur. Wegen des Nihrbodens, der Gewinnung 
der Bazillen, der Behandelung der Bazillen bis zur Analyse, verweise ich auf 
die vorige Mitteilung [Kameda (19387) ]. 


Die Menge des durch verschiedene Lésungsnuttel gewonnenen 
Extraktes und des darin enthaltenen Lipoid-P 
u. Lipoid-N. 

Die Extraktion wird mit dem Soxhlet’schen Extraktions- 
apparat durchgefiihrt. Das Ergebnis ist folgendes: 

Aus Tabelle I ergibt sich, dass die extrahierte Lipoidmenge 
je nach dem Lésungsmittel verschieden ist: namlich die grdésste 
Menge des Extraktes wird durch heissen Reinalkohol gewonnen, 
und bei Chloroform, Aceton, Ather und Petrolither lisst sich die 
grossere Extraktmenge in dieser Reihenfolge gewinnen. Die 
Menge des darin enthaltenen Phosphors und Stickstoffs ist auch 
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TABELLE I. 
a> ances : = a % if, Ole 
oer BA \Wiceh sat || ie ol, Spxeailice getrocknet. 
i) ae) Ai eee : ey 
2 oO Bee aS Bakterien 
46 aoe Ses 
tO 8 ae Aloe P N Pp N 


heisser Alkohol | 0,7992 | 0,2554 | 31,957 | 0,4694 | 0,5007 | 0,1503 | 0,1600 


Chloroform 0,8566 | 0,1654 | 19,309 | 0,3646 | 0,3343 | 0,0704 | 0,0646 
Aceton 0,8515 | 0,1299 | 15,255 | 0,0499 | 0,0462 | 0,0076 | 0,0071 
Ather 0,8274 | 0,0940 | 11,356 | 0,2099 | 0,2482 | 0,0238 | 9,0282 
Petrolather 0,8896 | 0,0800 8,992 | 0,2355 | 0,1423 | 0,0212 | 0,0133 


von dem Lésunesmittel abhangig, namlich bei Extrakt durch 
heissen Reinalkohol ist sie am gréssten und bei Verwendung von 
Chloroform, Ather, Petroliither und Aceton lisst sich die gréssere 
Menge in dieser Reihenfolge gewinnen. Nun ist es wohl moglich, 
dass bei dem Extrakt durch heissen Alkohol eine gréssere Menge 
von Wasserloéslichem eingemengt ist. So habe ich denn den 
Alkohol aus dem Extrakt vollkommen ausgetrieben und dann 
diesen Extrakt wieder mit Ather extrahiert, um die Menge vom 
Atherléslichen sowie von P und N zu konstatieren. Das Ergebnis 
steht in der Tabelle II. 23,07% von P und 28,56% von N im 
Extrakt durch heissen Alkohol betragt P und N im Atherun- 
loshichen, daher wird der groésste Teil von P und N im Extrakt 
durch heissen Alkohol als P und N des Atherléslichen angesehen. 


TABELLE II, 


a. % £. d. getrocknet. 
Menge % £. d. Extrakt Paltoricn 
(g) 
iP N 12 N 


Bakterien 1,6990 
alkohollésl. Substanz 0,5425 0,4825 0,4991 0,1541 0,1594 


atherlosl. Teil in d. 


alkoholloésl. Substanz 0,4195 0,3778 0,4030 0,1109 0,1120 


P und N im Extrakt durch Chloroform und Petrolither ist 
von viel kleinerer Menge als P und N im Heissalkohol-Extrakt. 
Dieser Tatbestand fiihrt mich zur Mutmassung, dass beim Extrakt 
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durch Chloroform und Petrolither wegen der unvollkommenen 
Extraktion des Lipoids aus Bazillenk6rpern die itherlésliches P 
und N enthaltende Verbindung zuriickbleibt. So habe ich denn 
die Bazillen zuerst mit Chloroform oder durch Petrolither und 
dann mit Ather extrahiert. Das Ergebnis steht in der Tabelle ITI. 


DAR maui ll 


Extrakt- % £. d. Extrakt Yo a OS 
menge sakterien. 
(%) P N P N 

Cc ee 19,3090 0,3666 0,3410 0,0708 0,0658 

dann 

Aciier 0,6800 0,0608 0,0565 0,0117 0,0107 
Pet et 8,9920 0,2385 0,1526 0,0212 0,0137 

dann 

Ather 9,5998 0,4681 0,2964. 0,0449 0,0285 
heisser Alkohol 31,9231 0,4853 0,4966 0.1548 0,1584 

dann nicht ‘ 

Ather vorhanden 


Aus Tabelle ergibt sich, dass bei der Chloroform-Extraktion 
noch Phosphor 0,0117% und Stickstoff 0,0109% (gegen die 
getrocknete Bakterienmenge), welche mit Ather extrahierbar sind, 
zuruckbleibt, und dass bei der Petrolather-Extraktion noch Phos- 
phor 0,0449% und Stickstoff 0,0285%, welche mit Ather extra- 
hierbar sind, zuriickbleibt. Es eriibrigt sich noch hinzufiigen, dass 
nach Heissalkohol-Extraktion Lipoid nicht mehr mit Ather zu 
extrahieren ist. 

Aus obigem ergibt sich, dass bei der Extraktion der Fettstoffe 
der Saéurefestbazillen in der Erde die grésste Menge von Lipoid 
durch heissen Alkohol zu gewinnen ist, dass P und N im betreffen- 
den Extrakt sich meistenteils als P und N von atherléslicher Natur 
erwiesen hat, und dass daher zur Bestimmung der Fettstoffe der 
Sdurefestbazillen die Extraktion durch heissen Alkohol zu em- 


pfehlen ist. 


Arten der Fettstoffe der Sturefestbazillen in der Erde. 


Nach dem obigen Ergebnis habe ich die Extraktion zur 


250 H. Kameda: 


Bestimmung von Lipoid in Bazillenkérpern mit heissem Alkohol 
durechgefthrt. 

0,8320 g von getrockneten Bazillen extrahiert man durch den 
Soxhlet’schen Extraktionsapparat, lasst den Extrakt einige Zeit 
stehen; es entsteht im Kolben ein weisser Niederschlag. Man 
trennt den rotbraunen Obersatz vom Niederschlag, destilliert den 
Obersatz bei Minderdruck, trocknet ihn im Exsikkator und gewinnt 
0,2656 g (gegen getrocknete Bazillenmenge 31,92%) (vgl. Tabelle 
IV a). Dann lost man dies in Absolutéther und gewinnt 0,2054 g 
(gegen getrocknete Bazillenmenge 24,69%) (vgl. Tabelle IVb). 
Dies lost man wieder in Ather, konzentriert bei Minderdruck, lasst 
mit Aceton absetzen, entfernt den Obersatz, wascht wiederholt den 
Riickstand mit Aceton, sammelt das in Aceton Gelosste bei Zimmer- 
temperatur stehen, dekantiert, wenn der Niederschlag entsteht, 
wascht den Niederschlag sorgfaltig mit Aceton und brinet damit 
den Aceton-Niederschlag zusammen. Den Aceton-Niederschlag 
lost man, nachdem man das Aceton vollstandig ausgetrieben, in 
Ather, konzentriert ihn bei Minderdruck und lasst ihn mit Aceton 
wieder absetzen. Diese Behandlung wiederholt man einigemal, 
sammelt das Acetonunlosliche, wascht es ferner einigemale mit 
Aceton und trocknet im Exsikkator bei Minderdruck. Die 
getrocknete Substanz ist hellbraun und betragt 0,1100¢ (gegen 
getrocknete Bazillenmenge 13,22%) (vel. Tabelle IVe). Sie 
wurde in Petrolather gelést, aber dabei entsteht kein Unlésliches. 

Acetonunlosliche, ather- und petrolatherlosliche Substanzen 
konzentriert man bei Minderdruck und fiigt dazu Absolutalkohol 
hinzu. Alkoholunlésliches betrigt 0,0452 ¢ (vel. Tabelle IV e) und 
Alkohollésliches 0,0648 g (vel. Tabelle IV £). Dann stellt man die 
alkoholunlésliche Substanz nach der Darstellungsmethode des 
Kephalins von Levene (1919) dar und die alkohollésliche nach 
der Darstellungsmethode des Lecithins von Sueyoshi (1981). 
Kephalin betragt 0,015 ¢ (gegen getrocknete Bazillenmenge 1,87%) 
und Lecithin 0,02 g (gegen getrocknete Bazillenmenge 2,72%). 

Die schon getrennte Aceton-Lésung (Tabelle IV d) destilliert 
man bei Minderdruck, trocknet im Exsikkator bis zur Gewicht- 
konstante. Die Substanz ist rotbraun und betragt 0,0858 g (gegen 
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getrocknete Bazillenmenge 10,31%). Dies lést man wieder in 
Aceton und bestimmt die Gesamt-Fettsiure und das Gesamt- 
Cholesterin nach Takata’scher Methode (1936). Die Gesamt- 
Fettsdure betrigt 0,0364¢, aber das Gesamt-Cholesterin konnte 
man nicht bestimmen. 

Bei der Extraktion durch heissen Alkohol lasst man den 
Extrakt bei Zimmertemperatur stehen. Es entsteht ein weisser 
Niederschlag (vgl. Tabelle IV @), dessen Substanz 0,0426 ¢& betrigt 
(gegen getrocknete Bazillenmenge 5,12%). Man wiischt mit 
Alkohol und dann Ather einigemale und teilt in unldsliche 
(Tabelle IV h) und losliche Substanz (Tabelle [IVi). Die erstere 
betragt 0,0316 g (3,80%) und die letztere 0,0110¢ (1,32%). 


TABELLE IV. 
Bakterienmenge 0,8320 ¢ 


| Alkohol (heiss) 


| | 
(a) Extrakt (léslich) (g) Extrakt (gefiilt bei 


0,2656 g (31,92%) Zimmertemperatur ) 
A 0,0426 g (5,12%) 
(b) die im reinem Ather | thor 


losliche Substanz 
0,2054 g¢ (24,69%) 


| Aceton (h) unlésliche (i) ldsliche 
Substanz Substanz 
(e) unldsliche (d) l6sliche 0,0316 ¢ 0,0110 ¢ 
Substanz Substanz (3,80% ) (1,32%) 
0,1100 ¢ 0,0858 ¢ a 
(13,22%) (10.31%) Cerebrocid 
3,1138 ¢ 
in Petrolither (0,37%) 
0,1100 ¢ Verseifen 
| Alkohol 
| ae yar verseifbar 
e) unléslich. (f) Jéslich. | 
0,0452 ¢ 0,0648 g ah Hl 
y Cholesterin tesamt- 
Kephalin Lecithin nicht Fettsiure 
0,0156 g 0,0226g¢ vorhanden 0,0364 g 
(1,87%) (2,72%) (8,75% ) 


Zur nochmaligen Bestimmung von Cholesterin extrahiert man 
22,7272 & der getrockneten, gewichtmissig konstanten Bazillen im 
Soxhlet’schen Apparat mit Alkohol 33 Stunden lang, bis der 
Alkohol sich nicht mehr verfarbt; dann extrahiert man wiederum 
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mit Ather 24 Stunden lang, bringt beide Extrakte zusammen, treibt 
das Lésungsmittel aus, extrahiert den Riickstand mit Petrolather, 
verseift den Extrakt, extrahiert mit Ather, treibt den Ather aus, 
lést den Riickstand in Aceton und fiigt Digitoninacetonlésung nach 
Takata’scher Methode hinzu; es entstand dadurch kein Nieder- 
schlag. 

Zur Bestimmung der Menge von P, N und NH2-N in Phos- 
phatid extrahiert man eine bestimmte Menge der gewichtmassig 
konstanten Bazillen (1,24802) mit heissem Alkohol, dann mit 
reinem Ather, bringt die alkohol- und Atherléslichen Substanzen 
zusammen, extrahiert sie mit reinem Ather, behandelt sie mit 
Aceton, lost die acetonunlésliche Substanz in Petrolather, treibt 
den Petrolaither aus und bestimmt aus der auf diese Weise 
gewonnenen Substanz P, N und NH»-N, wobei P 0,7892 mg (gegen 
getrocknete Bazillenmenge 0,189%), N 0,3037 meg (0,073%) und 
NHo2-N 0,1420 mg (0,034%) betragt, dann P:N=1:0,8. 

Zur Bestimmung von P und N im weissen Niederschlag, der 
bei der Heissalkohol-Extraktion entstanden, extrahiert man cine 
bestimmte Menge der gewichtmassig konstanten Bazillen (0,6058 ¢) 
mit heissem Alkohol, lasst den Extrakt bei Zimmertemperatur 
stehen, wascht den Niederschlag mit kaltem Alkohol und reinem 
Ather einigemale und bestimmt P und N an dieser heissalkohol- 
loslichen, aber kaltalkohol- und atherunldslichen Substanz. P 
betragt dabei 0,0593 mg (gegen getrocknete Bazillenmenge 0,019% ) 
und N 0,8804 mg (0,125%). 

Man hat ferner Cerebrocid in Bazillenkérpern gepriift. Eine 
bestimmte Menge der gewichtmassig konstanten Bazillen (3,2571 g) 
extrahiert man mit heissem Alkohol, lasst den Extrakt bei Zimmer- 
temperatur stehen, behandelt das Unlésliche mit kaltem Alkohol 
und reinem Ather und bestimmt an dieser weissen, kaltalkohol- 
und reinather-unloslichen Substanz nach Kimmelstiel (1929) 
Cerebrosid, das 38,1138 mg betragt (gegen Extraktmenge 9,85% 
gegen getrocknete Bazillenmenge 0,37%). 


BETRACHTUNGEN : 


Die in der Literatur niedergeleeten Ergebnisse iiber ver- 
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schiedene Fettstoffe der Saiurefestbazillen sind in Tabelle V zusam- 
mengestellt. 

Mit den von diesen Authoren angegebenen Ergebnissen will 
ich meine Resultate vergleichend betrachten. 

Die alkohollésliche Substanz dieser Bazillen ist prozentuell um 
10,2 grosser als die der Calmette-Guérin-Bazillen (BCG) yon 
Berthelot u. Ameureux (1930), um 16,52 grésser als das 
Ergebnis von Anderson (1927), um 16,02 grésser als die alkohol- 
losliche Substanz der Rindertuberkelbakterien | A nderson(1927) | 
und um 19,92 grdsser als die der Menschentuberkelbazillen 
[Anderson (1927) ]. 

Die atherlosliche Substanz ist prozentuell um 12,04 geringer 
als der ungiftige R-Type von BCG, aber nur 0,24 geringer als 
der giftige S-Type [Petroff (1930) ]. 

Alkohol- und atherlosliche, acetonunléshche Fettstoffe, die in 
diesen Bazillen weit mehr enthalten sind als in verschiedenen 
pathogenen und nichtpathogenen Bazillen, sind prozentuell um 
11.22 mehr enthalten als in Schildkrétentuberkelbakterien, um 
9,22 mehr als Smegmabakterien |Chargaff (1931) ] und um 9,6 
mehr als in BCG [Anderson (1927)] und sind um 11,92 mehr 
als in Menschentuberkelbakterien [Anderson (1927)], um 6,68 
mehr als in denselben und um 11,97 mehr als in Leprabakterien 
[Uyei u. Anderson (19382) ]. 

Alkohol- Ather- und acetonlosliche Fettstoffe sind in diesen 
Bazillen um 0,61 mehr enthalten als in BCG, um 2,81 mehr als 
in Rindertuberkelbazillen, um 5,71 mehr als in Menschentuberkel- 
bazillen [Anderson (1927) ] und um 3,21 mehr als in Smegma- 
bakterien aber um 4,59 geringer als in Schildkrétentuberkel- 
bakterien [Chargaff (1931)]. Diese Fettstoffe sind mamlich von 
kleinerer Menge als bei den nicht pathogenen Schildkrétentuberkel- 
bakterien, aber von grésserer Menge als bei anderen pathogenen 
und nichtpathogenen Bakterien, und doch nicht so bedeutend viel 
wie alkohol- und dtherlésliche, acetonunlésliche Fettstoffe. 

Chloroformlosliche, iitherléslche Fettstoffe, die meistenteils als 
Wachs anzusehen sind, sind in diesen Bazillenkorpern 7,95% 
enthalten, um 3,15% weniger als in BCG, um 3,95 mehr als in 
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Rindertuberkelbazillen, um 1,85 mehr als in Menschentuberkel- 
bazillen [Anderson (1927)], um 6,55 mehr als in Schildkroten- 
tuberkelbazillen, um 5,85 mehr als in Smegmabazillen, um 2,95 
mehr als in Timotheegrasbazillen [Chargaff (1931) ], aber um 
3,08 weniger als in Menschentuberkelbazillen [Chargaff (1931), 
Uyeiu. Anderson(1932) |, um 2,85 weniger als in Vogeltuberkel- 
bazillen [Chargaff (1931)] und um 2,03 weniger als in Lepra- 
bazillen [Uyei u. Anderson (1932)]. Der Wachsgehalt dieser 
Bazillen ist namlich kleiner als bei pathogenen Bazillen wie 
Menschentuberkelbazillen [Chargaff(1931), Uyei u. Anderson 
(1932) ] und Leprabazillen [Uyei u. Anderson (1932)], aber 
erosser als bei nichtpathogenen Bazillen wie Smegma- und 
Timotheegrasbazillen [Chargaff (1931) |. 

Der Fettsduregehalt dieser Bazillen betragt ca. 1/10 von 
Menschentuberkelbazillen [Anderson u. Chargaff(1930) |, aber 
ea. 1/2 von Rindertuberkelbazillen [Anderson (1927) |. 

Der Lipoid-Phosphor-Gehalt dieser Bazillen betragt 0,189% 
und ist von kleinerer Menge als bei allen anderen Bazillen, namlich 
ea. 1/16 von Schildkrotentuberkelbazillen, ca. 1/12 von Smegma- 
bazillen, ca. 1/10 von Vogeltuberkelbazillen, ea. 1/11 von Timothee- 
erasbakterien [Chargaff (19381) |. , 

Lipoid-Stickstoff ist in diesen Bakterien 0,073% enthalten, 
weit geringer als in anderen Bakterien, ca. 1/5 bis 1/13. 

Lipoid-Aminostickstoff ist in diesen Bazillen zu 0,084% ent- 
halten, derselbe in anderen Bakterien ist noch nicht angegeben. 

Merkwiirdig ist es, dass Cholesterin in diesen Bakterien nicht 
konstatiert wurde. 

Cerebrocid ist in den tibrigen Bakterien noch nicht angegeben, 
aber in diesen Bazillen ist es zu 0,874% enthalten. 


SCHLUSSFOLGERUNGEN : 


Saurefestbazillen in der Erde wurden mit heissem Alkohol 
extrahiert, der Extrakt in Ather gelést und die Atherlésliche Sub- 
stanz mit derselben anderer sdurefester Bakterien verglichen. 
Diese Fettstoffe sind in diesen Bazillen in héherem Prozentsatz 
enthalten als in anderen sdiurefesten Bakterien. 
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Der Wachsgehalt dieser Bazillen ist von geringerer Menge als 
bei allgemeinen séurefesten pathogenen Bakterien, aber von 
grosserer Menge als bei allgemeinen sadurefesten nichtpathogenen 
Bakterien. 

Die Gesamtfettsiuremenge dieser Bakterien ist weit grésser 
als bei anderen séurefesten Bakterien. 

Cholesterin wurde merkwiirdigerweise bei diesen Bazillen nicht 
konstatiert. 

In diesen Bakterienkérpern ist Lipoid-Phosphor zu 0,189%, 
Lipoid-Stickstoff zu 0,073% enthalten, von bedeutend geringerer 
Menge als in anderen Bakterien; Lipoid-Aminostickstoff ist zu 
0,034% enthalten. 

In diesen Bazillenkorpern ist Lecithin zu 2,72%, Kephalin 
zu 1,87% und Cerebrocid zu 0,374% enthalten. 


/ 
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UNTERSUCHUNG UBER DEN PHOSPHATIDUMSATZ. 


Hinfluss der Ultraviolett- und Réntgenbestrahlung der Milz 
des mit hamolysiertem Blut injizierten Hundes auf 
Lipoid-Phosphor, Lipoid-Stickstoff und Lipoid- 
Amino-Stickstoff im Blut. 


Von 


SEKISEN KAN. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Kumamoto Med. Fakultit. 
Vorstand: Prof. Dr. S. Kato.) 


(EFingegangen am 28. Dezember 1939) 


In meinen vorhergehenden drei Mitteilungen [Kan (1938), 
(1939), (1940a)] habe ich “den Einfluss der Injektion des 
hamolysierten Blutes auf das Phosphatid im Blut,” “Hinfliisse der 
Injektion verschiedener Bestandteile des hamolysierten Blutes auf 


” 


das Blutphosphatid,” und “Einfliisse der Injektion des himolysier- 
ten Blutes auf Phosphatide im Blut der Vena lienalis und der 
peripheren Blutgefasse” verfolet. Aus diesen Untersuchungen 
ergibt sich, dass die intravendse Injektion des hamolysierten Blutes 
bei normalen Hunden eine bedeutende Vermehrung des Lipoid-P 
im Vollblut, aber bei entmilzten Hunden eine Verminderung 
desselben hervorruft, dass die Injektion des Hamoglobins, eines 
der Bestandteile des hamolysierten Blutes, ebenfalls, wie bei der 
Injektion des hamolysierten Blutes, auch eine Vermehrung des 
Lipoid-P im Vollblut hervorruft, dass die Injektion des hamolysier- 
ten Blutes in Arteria lienalis bei normalen Hunden 5 Stunden 
spaiter eine betrachtliche Vermehrung des Lipoid-P in der Vena 
lienalis herbeifiihrt, und dass die Injektion des hamolysierten 
Blutes in Vena auricularis nicht Lipoid-P, sondern auch Lipoid-N 
und Lipoid-NH»-N im Femoralarterienblut gewaltig vermehrt. 

In dieser Mitteilung handelt es sich um den Zusammenhang 
zwischen der Milz und dem Phosphatidumsatz bei der Bestrahlung 
mit Ultraviolett- und Rontgenstrahlen der mit hamolysiertem Blut 
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injizierten Hunde. Nach den Literaturangaben hat man bisher 
den Zusammenhang zwischen der Ultraviolett- und Rontgen- 
bestrahlung und dem Fettstoffeumsatz meistens an der allgemeinen 
Bestrahlung und an Cholesterin verfolgt, und doch gehen die 
Meinungen dariiber auch heute noch ganz auseinander. Miya- 
zawa(1931), Nishioka(1936) und Essinger u. Gyérgy (1924) 
haben nach allgemeiner Bestrahlung mit Ultraviolettstrahlen, und 
Szenes (1923) nach Roéntgenbestrahlung der Milzgegend die Ver- 
mehrung des Phosphatides im Blut konstatiert. Im _ klnischen 
Betrieb hat man in vielen Fallen die Rontgenbestrahlung der 
Milzgegend bei verschiedenen Blutungen durchgeftihrt, aber 
Yoshioka (1938) ist der einzige, der sich an dem experimentellen 
Studium des Phosphatides im Blut bei direkter Ultraviolett- und 
Rontgenbestrahlung der Milz beteiligt hat. Zur Zeit legen. aber 
iiber den Zusammenhang zwischen der Bestrahlung und der Injek- 
tion des himolysierten Blutes noch keine Untersuchungen vor. 


EXPERIMENT. 


Versuchsmethode. 


Wegen der Herstellungsmethode des hamolysierten Biutes, der Blutent- 
nuhme, und der Bestimmungsmethode von Lipoid-P, Lipoid-N und Lipoid- 
NH:-N verweise ich auf meine vorige Mitteilung [Kan (1940 a) ]. 

Zur Ultraviolettbestrahlung benutze ich die automatisch wassergekiihlte 
Quarzlampe der Fabrik Dai-Nippon Shigaisento Seisakusho (Zemss-Leucht- 
rohre) ; die Bestrahlungsentfernung betrigt 30 em, die Bestrahlungszeit dauert 
20 Minuten. Den Filter benutze ich nicht. Nach der Uchida’schen Methode 
(1934) fiingt die Untersuchung erst an, wenn die Helligkeit nach der Ziindung 
auf eine bestimmte Starke eingestellt wird: naimlich man fiillt die Quarzréhre 
von 1,2 cm Diameter und von 0,2 em dicker Réhrenwand mit demselben Reagenz 
wie bei Keller (1922), d.h. 25c¢em von 1% Jod-Kalium, 25eem von 5% 
Schwefelsiure, 1 cem von N/400 Natrium subsulfurosum und 5-6 Tropfen von 
1% Stirkelésung als Indikator, verschliesst die Réhre mit dem Korkstopfen 
luftdicht, dessen Oberfliiche man mit Paraffin bedeckt. Eine andere, Wasser 
enthaltende Quarzrohre dient zur Kontrolle. Man legt beide Réhren in eine 
weiss gettinchte hédlzerne Einfassung waagrecht, dreht sie allmihlich, indem 
man sie von einer bestimmten Entfernung bestrahlt. Nach einer bestimmten 
Zeit tritt an der Réhrenwand lineales oder flockiges Sediment der Jodstiirke auf, 
wodureh der Augenblick der eintretenden Reaktion ganz genau zu bestimmen 
ist. Die Ergebnisse sind folgende: 
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Eintretungszeitpunkt 


Verlauf der Jodstirke; i. M. 

ae, aus 3 Malen. 
re ag , ” 

der Ziindung Le 
5 Minuten darauf feat 
10 ” 1027 
15 ” 58” 
20 2 53” 
25 ” Be 
30 ” 53" 
35 ? 49” 
40 ” 49” 


Nach diesen Ergebnissen wurde der Versuch 15-35 Minuten nach der 
Zindung angestellt, weil wihrend dessen eine verhiiltnismiissig bestimmte 
Stfahlenstirke andauert. 


Rontgenapparat und Bestrahlungsbedingungen 


Rontgenapparat Special-Polex von Shimadzu 
Rontgenrohre H-formige Coolidge-Rohre 
Rohrenspannung 120 KV 

Stromstiirke 2M.A. 

Filter AL 3mm 

ESD) 30 em 

Feldgrésse 8x8 cm’, 10 x 10 em’, 12 x12 em? 
Bestrahlungszeit 6 Minuten 

Rontgendosis 13,5 r/Min. (Zur Dosierung der Routgen- 


strahlen benutzt man Hans Kiistner’sches 
Hichstandgerit von grossem-Hormat. ) 


Als Versuchstiere benutzte ich mittelgrosse oder kleine normale Hunde, 
die man in Narkose mit 0,5 cem des 1% Morphinum hydrochloricum pro kg 
Korpergewicht laparotomiert. Man nimmt die Milz aus der Bauchwand heraus 
und bestrahlt sie mit Ultraviolet- oder Rontgenstrahlen, wobei man _ die 
Umgegend der Milz mit dem Bleigummituch bedeckt. Das hamolysierte Blut 


injiziert man in die Vena auricularis. 


I. UutrRaAvIoLETTBESTRAHLUNG. 


a) Einfluss der Ultraviolettbestrahlung der Milz auf 
Lipoid-P im Vollblut bei den nut haimolysiertem 
Blut injizierten Hunden. 


Direkt nach der intravendsen Injektion des hamolysierten 
Blutes, 5,0 eem von der 3 fach verdiinnten Losung pro kg Korper- 
gewicht, bestrahlt man die Milz mit Ultraviolettstrahlen, entnimmt 
das Blut aus der Arteria femoralis in jeder bestimmten Zeit und 
verfolet den FHinfluss auf Lipoid-P im Vollblut. Wie in der 
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Tabelle I zusammengestellt, fangt Lipoid-P im Vollblut in allen 
vier Fallen direkt nach der Bestrahlung zuzunehmen an, und der 
Prozentsatz der héchsten Vermehrung ist durehschnittlich 32,6%, 
eine Approximation mit dem Mittelwert aus 4 Fallen (30,4%) der 
mit dem hamolysierten Blut injizierten Hunde in meiner vorigen 
Mitteilung [Kan (1938) |. 


TABELLE I. 

Lipoid-P im Vollblut (mg/dl) Maximale 
= Ver- 

or Oe nach d. Bestrahlung mehrung 
Be Sue oes > re 4 E ne 

: Qe m4 Oo a oe AS =| =} o 

iso a a 2 ‘> oD 2 a3 = = S aod a 
i | Si ase ea Bf) Be | Pees 
2 AS is = x<H 00 NS MD Ps 

a z S a +H A 


oO 
“ 
oO 


72(@)) 4,4 | 5,43 | 6,31 6,99 | 6,24 | 7,45 | 6,91 | 6,45 7 37,0 
UKC2))) GE | GOs | Sysnl | see | 5,41 | 6,08 | 6,10 | 8,66 | 7,80 | 24 | 55,2 
74(2)| 4,8 | 6,70 | 6,99 | 7,02 | 7,80] 6,91 | 6,24 | 8,05 | 8,45] 48 | 261 
UXO) ess | CO || Gir || Gee | 6,45 | 7,10! || 6,37 | 6,14 || 5,18 | 5 | £20 


Kontrollversuch: Einfluss der Ultraviolettbestrahlune der 
Milz auf Lipoid-P im Vollblut bei normalen Hunden. 

Tabelle II lasst erkennen, dass in allen 4 Fallen sich Lipoid-P 
im Vollblut direkt nach der Bestrahlung bedeutend vermehrt, und 
doch die Vermehrung nach 7 (beim Hunde Nr. 47), 24 (beim 


TABELLE IT. 
Lipoid-P im Vollblut (mg/dl) Maximale 
z Ver- 
ope nach d. Bestrahlung mehrung 
's 20" ap a 
Ba ac | TS legs] & 4 I d g She 3 
A ae |e c's ; & S cs) cel || dete 45 
Wee ie oO 19 = a ce NZ a 
46(2)| 8,5 7,86 | 8,56 | 7,78 | 7,45 | 7,41 | 8,72 | 9,42 | 8,75 | 24 19,8 
47(2)| 6,1 8353 | 9,21 | 9,29 | 8,96) | 9.72) (110,84 -|=.9.83) || 976 7 2350 
49(8)} 8,1 6,53 | 7,37 | 6,80 | 8,13 | 8,22 | 8,96 | 12,37 12,23 | 24 88,9 
50¢2)| 6,7 9,75 | 9,34 | 9,56 | 9,75 | 9,58 | 10,04 | 10,33 | 11,22 | 48 15,2 
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Hunde Nr. 46, 49) und 48 Stunden (beim Hunde Nr. 50) den 
Maximalwert erlangt, eine durechschnittliche Vermehrung um 
36,9% gegen den Wert vor der Bestrahlung. 


b) Einfluss der Ultraviolettbestrahlung der Milz auf Lipoid-P 
und Lipoid-NH»2-N bei den nut himolysiertem 
Blut injizierten Hunden. . 
Bestrahlt man die Milz mit Ultraviolettstrahlen, nachdem man 
dem Hunde das hamolysierte Blut, 5,0eem von der 3 fach 
verdiinnten Lésung pro ke Korpergewicht, intravenoés injiziert hat, 
so vermehren sich Lipoid-P, Lipoid-N und Lipoid-NH2-N in allen 
2 Experimentfillen, wie es in Tabelle III gezeigt ist. 


TABELLE III. 


Maximale 
& Nach d. Bestrahlung Ver- 
> : mehrung 
peenilhter dn Arten d. oh : 
=4 | oS] Lipoid Bee | og = a ie als = 
a 6 > 5 co oS sc i) ee ell 7S 
) R D D R BP |e) S 
oD 10 t x ee S02 as 
ae eens 832 | 9,50] 9,88 | 9,72 | 9,37] 9,42] 5] 188 
BOC 2 NL bel ee 3 
Lipoid-NH2N] 4 99 | 994 | 2,84 | 2,56 | 2,84) 2,56] 5 | 42,7 
(Gng/dl) 24 
ein 9,18 | 9,68 | 10,40 | 10,84 | 10,53 | 10,13 | 24 | 14,7 
SLED EE et ae are 
Lipoid-NH2N| 4 49 | 1,40 | 2,25 | 2,25 | 1,12 | 1,96] 2 | 53,6 
(mg/dl) 7 


c) Kontrollversuch: Einfluss der Ultraviolettbestrahlung der 
Milz auf Lipoid-P und Lipoid-NH»-N bei normalen Hunden. 

In allen 4 Fallen vermehren sich Lipoid-P und Lipoid-NH»2-N 
im Blut nach der Bestrahlung. (Tab. IV). 

d) Kontrollversuch: influss der Operation auf Lipoid-P’ 


und Lipoid-NH2-N im Vollblut bei normalen Hunden. 
In 2 Experimentfallen, wie in der Tabelle V gezeigt, verandert 


sich Lipoid-P fast gar nicht und Lipoid-NH»-N vermindert sich 
in leichtem Grade. (Tab. V). 
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Lipoid-NH.2N 


(ng/dl) 
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TABELLE LY. 
Maximale 
z Nach d. Bestrahlung Ver- 
— a ae mehrung 
ae = op Arten d. “Ge a 
3, Benya ore x f a ga ot q 
eal eS Lipoid ae z | & rs Pie A S| 8 
on Yes — a m2 IN a 
eee 9,13 | 8,71 | 9,36 | 10,10 | 10,10 | 10,30 | 48 | 12.8 
48(2)] 6,0 : 


51(4)| 4,4 


Lipoid-P 


(ng/ dl) 


Lipoid-N H.N 


= 
oS 
“I 
i) 
So 
for) 
No) 
eo) 
Ks) 
we 
bo | 
w 
oS 
. 
ee) 


1,54 | 1,54 | 2,73 | 48 |290,0 


5202 )i 6,25 


(mg/dl) 
Lipoid-P x D) 5) 
(mg/dl) 8,96 | 9,53 | 8,99 | 9,40 | 10,94 | 10,64 | 24 | 21,9 


53(2 )) 5,9 


Lipoid-NH2N 


Lipoid-N H2N rae oS Los 9 9 x | 92 
Gala 1,84 | 2,12 | 2,55 |~2,26 | 2,2 2,12 | 5 | 38,4 

Lipoid-P 9.33 56 110.88 11 9 9F 919 9 
(ag ab) 983 | 11,56 | 10, 1,91 |12,25 | 11,12 | 24] 24,6 


(mg/dl) 
TABELLE VY. 
: Nach d. Operation 
gs ee os 
Hund sac Arten d. q & = 2 “4 3 3 
Nr. Fee) Lipoid > S& 3S 3g oc 3 3S 
(2) MD MD RQ DR 
on Vey i St ce 
Lipoid-P me 
“ing/dl) 9,56 | 9,45 | 9,13 | 9,61 | 9,50 | 9,88 
BAe ee Li ia NHN 
ronan 1,84 | 1,84 | 1,84 | 1,70 | 1,84 | 1,42 
Lipoid-P 
‘Cael 9,37 | 9,29 | 9,21 | 9,47 | 9,61 | 9,72 
LD KGS) 6,9 
Lipoid-NH2-N 
Veaalaie 252.6 )|enil) Oana SS ion Om |S SMENIRSS 


O[VULLXV 


(1p/S@) NTqQTTOA wat q-prodrry 


Ne) 
<= ‘TyRaysegq ; | 
OGL ‘Pp youu v0.9 | 12°9 | FLL | 00°S | Tes | 81‘2 | 9T'9 | 68%e POL or GL (26g 
Ppearp 
$63 UpIS cL | 198 | 186 | 616 | 206 | 208 | e8°), | esto | fets c0‘s 09°2 crs (2 )s¢ 
c 6 FS “BUT, 896 | ove | S42 | SVS | OTL | 622 | Betz | oFg Xow) Cy) C6 (¢)#¢ 
yy | 
as] | 1 5 
4 eS nw Go rs Ss Ee a os "TYyVaysog 
= juaZ0g 187, Vinee a P R st e z a eee. Tyeaysog 
= hae g = 5 7 e & eS TATED ‘PD 10A (23) “INT 
= a ; = poe pane 
| | 3 Lratsiven 0 -1ad.o yy 
a, Sunayoutra, | sun[yeijseg “p yovu 
= ie ea (1p/Sux) ynpqTOA wr q-prodry 
Ay 
g TILA ®T1Gavy, 
es 
cS TLS ese L {226 | 832 | e1°8 | 68% | Tes | eo | Tek | 29% FOL LOL VD (3 )a9 
om 
= 9ST UpIS GL 86 | 662 | F9°6 | OSS | 66.2 | BSS | 08‘8 6S'8 988 L (8 )19 
q efey esvd, ) 696 | G28 | 696 | g6°L | E8°e | OGe | 6gte | gate SFC Bg‘G GBig (5 )09 
E “I Hy bo H 
= x be 00 nN aS oi ee wm | ‘[yeryseq 
H 4 mM m mM R D Z + : 
® quozo.tg LOZ, S x ee & o = af 1a eee 
e a nose (eee ee anes Coa ee eG 
= . . Lt oS = "MOS ah, 
WOle.1Ndg ‘Pp YORN po ae 
SUNATOULLO A. pee One een 
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TABELLE VIII. 


Lipoid-P im Vollblut (mg/dl) 
= a nach d. Bestrahlung 
= Pe H on A = 3 
a7} EO | 2eless] ® | 2 | eg] g]e)e)e2|8 
BS Aire Sh Ge eS) = S aa - os S 
Sag S) toe | ee eee ee 
Sey es! Oo = ioe) Ye al sH in ~ 
63(6)| 5k 7.90 780) 7264 I 7O0NlmassSoa eta C oi Os ON ma OOM Ss mlnesdaes 
64(6)| 8,0 5,86 | 5,91 | 5,387 | 5,89 | 5,74 | 5,40 | 5,02 | 6,21 | 5,40 1 5,08 


TABELLE IX. 


Maximale 
. nach d. Bestrahlung Ver- 
' o 5 mehrung 
Scatarlh tue Arten d. dy 
BA eo) Lipoid 5-5 a 3 a i: el ies 
S Pe S| S| at te eel eeu eats 
San ie 
a i ay 
24 
peas Stdn. 
eee 6,56) 7,371 7,07) 7,70) 7,14) 7,707) go ht7,4 
Gng/d Stdn 
viet) | 18:8 | 13.2 | 132 | 15,6 | 22,5 | 95.3 [are 1902 
68(9)] 4,4 . i 
Lipoid-N H.-N 48 
(mg/dl) 1,16] 1,16] 1,16] 1,77| 20,6 | 176/45, | 77,6 
NH 87 '.88 | 88 #108 | oes) azo 
N 100 | 100 | 100] 100 | 100 | 100 
Lipoid-P 
“tng/ dt) 659| 6,82] 7,24] 6,59] 8,16] 8237|,/2 |27,0 
Gone Lipoia ie 
ipoid- = We 
(me/ab) 17,8 17,8 | 17,8 | 18,5 | 21,0 | 20,8 |.f | 18,0 
Lipoid-P = 7 
(mg/dl) 8,18] 8,24] 9,40/ 8,59] 9,11] 9,20/..4, | 14,9 
Lipoid-N- 5 
“Gme/ al) 20,3 | 20,7 | 26,5 | 20,6 | 20,0 | 20,6 aya 30,5 
70(8)| 5,1 j 
Lipoid-NH.-N 2 : 7 
(me/dt) 1,08| 2,54] 2,83] 2,54] 2,26) 2,96|,,4, | 42,9 
Nip 9,8 | 12,3 | 10.7 | 12,3 | 11,3 | 11,0 
N 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 
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TABELLE X. 


; BaF Reais Fs Maximale 
3 F nach d. Bestrahlung Vermehrane 
An Hep Arten d. aS nae : ; ¥ oe 
majec| Lipid | seizes] €| 8/3) S| 3] & S 
a Palest| | o| |B} o| &| Zeit | s 
Erica Out Eset en te ee fe = 
Lipoid-P ~ ; : } 
alee (me/dt) | 48) 5,99 9,17| 8,10|11,69 72 Stdn.} 80,4 
C2)" | Lipoid-N 
eae Jat) |12:0 | 16,3 48,3 |59,9 |34,6 48 Stdn |399,2 
ee 6,13 6,59| 7,24] 6,72] 7,18] 6,16|24 Stdn.| 18,1 
(ng/dl) 
Lipoid-N 4 } ~4 loa @ 
70)| (me/dt) |b 17,4 |42,6 |22,7 |21,7 |15,4 124 Stdn./149,1 
C2) iapoid NEN 248 
poid-NH»-N] , 5; 6 24 Stdn. 
(mg/dl) | 246 1,16] 2,49} 2,49] 1,89] 1,18|70 gia, |L14,7 
NH, | 68 6615.6 1 87 iu7 
N 100 100 | 100 | 100 | 100 | 100 
Lipoid-P 5 s = 
7 ¢¢ (me/at) | 24 7,40| 7,61) 6,94| 7,34] 7,24 
(¢?) : Wd id-} 
I Us ae 22,7 29,4 24,5 |20,0 [18,3 |24,6 | 7 Stdn| 29,5 
aes 
eee an 7,22 8,06] 7,97] 7,61) 8,13] 8,46 72 Stdn, 17,0 
ef ee 17,4 22,8 |19,0 |17,9 {13,2 |16,4 5 Stdn.} 31,0 
8,6 i 
fe) > ° Sala, es . 
(9) Bee a 1,70 2,55] 2,27] 1,99] 2,27] 2,27 5 Stdn.| 50,0 
NH. | 98 14,2 11959) (210 (07.2 413.8 
N 100 100 |100 | 100 | 100 | 100 


IT. Rontgenbestrahlung. 
a) Einfluss der Réntgenbestrahlung der Milz auf Lipoid-P, 
Lipoid-N und Lipoid-NH,-N bei den mit himolysiertem 
Blut injizierten Hunden. 

Uber die Dosis der Réntgenstrahlen sei erwahnt, dass ich in 
diesem Experiment in Anlehnung an das Experiment von Kameda 
(1931), der bei Kaninchen 427 und 1207 benutzte, die Milz des 
normalen Hundes mit 817 und 2107 unmittelbar bestrahlte. Bei 
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Anwendung von 81ly (vgl. Tabelle VI) betragt die héchste Ver- 
mehrung von Lipoid-P, durehschnittlich aus 3 Fallen, 38,7%, 
wihrend bei Anwendung von 210y (vel. Tabelle VII) der Mittel- 
wert der Vermehrung aus 3 Fallen 22.4% betragt und doch eine 
bedeutende Negativphase zeigt, eine Tatsache, die mich veranlasst, 
Slr vorzuziehen. Tabelle VIII zeigt den Kontrollversuch, der 
unter derselben Bedingung jedoch ohne Rontgenbestrahlung 
angestellt wird. In allen 2 Fallen zeigt sich, wie die Tabelle 
erkennen lasst, keine bedeutende Veranderung. 

Wie in meiner vorigen Mitteilung Kan (1940a) erwahnt, 
ruft bei normalen Hunden die Injektion des hamolysierten Blutes 
eine Vermehrung von Lipoid-P, Lipoid-N und Lipoid-NH»2-N im 
Blut hervor. Um den Einfluss der Rontgenbestrahlung zu kon- 
statieren, bestrahlte ich die Milz des Hundes direkt nach der Injek- 
tion des himolysierten Blutes. In allen 3 Fallen vermehrte sich 
Lipoid-P nach der Injektion, die prozentualle héchste Vermehrung 
betragt beim Hunde(Nr.68)17,7%, beim Hunde(Nr.69)27%, beim 
Hunde (Nr.70)14,9% und durehschnittlich 19,8%. Auch Lipoid-N 
vermehrt sieh in allen 3 Fallen nach der Bestrahlung, der hodchte 
Vermehrungsprozentsatz lautet beim Hunde (Nr.68) 90,2%, beim 
Hund (Nr.69) 18%, beim Hund (Nr.70) 30,5% ; durchschnittlich 
46.2%. Auch Lipoid-NH»2-N vermehrte sich in beiden Fallen nach 
der Bestrahlung, der hodchte Vermehrungsprozentsatz ist beim 
Hunde(Nr.68)77,6%, beim Hunde(Nr.70)42,9% ; durehschnittlich 
60,3%. Das Verhaltnis Lipoid-NH»-N: Lipoid-N steigert sich. 

Wie oben erwahnt, ist der Zunahmeprozentsatz von Lipoid-N 
und Lipoid-NHs-N bei den mit hamolysiertem Blut injizierten 
Hunden mit der mit Roéntgenstrahlen behandelten Milz von etwas 
hdherem Grade als bei den normalen, mit hamolysiertem Blut in- 
jizierten Hunden (Kan, 1940 a), aber derselbe von Lipoid-P ist 
bei beiden derselbe. 

b) Kontrollversuch: Einfluss der Rontgenbestrahlung der 
Milz auf Lipoid-P, Lipoid-N und Lipoid-NH2-N bei normalen 
(=nicht injizirten) Hunden. 

Da die Réntgenbestrahlung der Milz des mit himolysiertem 
Blut injizierten Hundes die Vermehrung von Lipoid-P, Lipoid-N 
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und Lipoid-NH2-N im Blut hervorrief, wie bei den mit hiimoly- 
siertem Blut injizierten, aber nicht bestrahlten Hunden [Kan 
(1940a)], untersuchte ich nun das Blut des nicht injizierten 
Hundes, dessen Milz bestrahlt wurde. 

Lipoid-P im Vollblut vermehrt sich beim Hunde Nr. 71, 72 
Stunden nach der Réntgenbestrahlung um 80,6%, beim Hunde 
Nr. 76 nach 24 St. um 18,1% und beim Hunde Nr. 78 nach 72 St. 
17%, durehschnittlich aus 3 Fallen um 38,6%, wihrend es beim 
Hunde Nr. 77 um 6,9% nach 48 Stdn. abnimmt. 

Auch Lipoid-N vermehrt sich beim Hunde Nr. 71, 48 Stunden 
nach der Bestrahlung um 399,7%, eine grosse Zanahme um das 
4 fache, beim Hunde Nr. 76 um 149,1%, eine Zunahme um das 
1,5 fache, beim Hunde Nr. 77 um 29,5%, beim Hunde Nr. 78 
um 31% und durehsehnittlich aus 4 Fallen um 152.2%. 

Auch Lipoid-NH»-N vermehrt sich nach der Bestrahlung beim 
Hunde Nr. 76, 24 und 48 Stunden nach der Bestrahlung um 
114,7%, beim Hunde Nr. 78, 5 Stunden nach der Bestrahlung 
um 50% und durchsehnittlich aus 2 Fallen um 82.4%. Das Ver- 
haltnis Lipoid-NH2-N: Lipoid-N steigert sich. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Ultraviolettbestrahlung der Milz direkt nach der In- 
jektion des himolysierten Blutes ruft die Vermehrung von Lipoid- 
P, Lipoid-N und Lipoid-NHz2-N im Vollblut hervor. Der Zunahme- 
prozentsatz zeigt keine grosse Differenz zwischen diesem Fall und 
dem nicht bestrahltem, mit himolysiertem Blut injizierten Hunde 
in der vorigen Mitteilung (Kan, 1938). 

2. Die Ultraviolettbestrahlung der Milz des normalen Hundes 
ruft die Vermehrung von Lipoid-P und Lipoid-NH2-N im Blut 
hervor. Lipoid-P vermehrt sich etwas mehr als beim Fall 1, aber 
Lipoid-NH»-N viel bedeutender. Besonders auffallend ist der 
Zunahmeprozentsatz beim Hunde Nr. 49, bei dem Lipoid-P im 
Vollblut um 88,9% mehr betraigt als vor der Bestrahlung, und 
beim Hunde Nr. 51, bei dem Lipoid-NH2-N um 290% mehr betragt 
als vor der Bestrahlung. 

3. Die Rontgenbestrahlung der Milz des normalen Hundes ruft 
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bei 210y die Vermehrung von Lipoid-P im Blut um 22,4% durech- 
schnittlich aus 3 Fallen und. bei 81y um 38,7% durchschnittlich 
aus 3 Fallen hervor. 

4. Die Réntgenbestrahlung (81y) der Hundemilz direkt nach 
der Injektion des haimolysierten Blutes ruft die Vermehrung von 
Lipoid-P, Lipoid-N und Lipoid-NH.2-N im Vollblut hervor: namlich 
Lipoid-P vermehrt sich durchsehnittlich um 19,8%, Lipoid-N um 
46.2% und Lipoid-NH»-N im 60,3%. Vergleicht man diese 
Zunahmeprozentsatze mit denselben des nicht bestrahlten, mit 
hamolysiertem Blut injizierten Hundes, so ist der Zunahmeprozent- 
satz von Lipoid-N und Lipoid-NH»-N von etwas hoéherem Grade als 
bei diesem, aber derselbe von Lipoid-P ist gleichen Grades. 

5. Die Rontgenbestrahlung (8ly) der Milz des normalen 
Hundes ruft die Zunahme von Lipoid-P, Lipoid-N und Lipoid- 
NH2-N im Vollblut hervor: Lipoid-P vermehrt sich um 38,5% 
durehschnittheh aus 3 Fallen, (das in einem von 4 Fallen eine 
Abnahme zeigt), Lipoid-N um 152,2% durechschnittlich aus 4 
Fallen und Lipoid-NH»2-N um 82,4%: eine Zunahme, die in allen 
Fallen viel groésser ist als bei 4. 

Wie schon eingangs erwahnt, habe ich in meinen vorhergehen- 
den 3 Mitteilungen (Kan 1938, 1939, 1940a) den Zusammenhang 
zwischen Hamoglobinumsatz und Phosphatidumsatz im reticuloen- 
dothelialen System, besonders in der Milz, klar gestellt. 

Aus dem vorliegenden Experiment ergab sich, dass die Menge 
von Lipoid-P und Lipoid-NH»2-N im Vollblut des mit Ultraviolett- 
strahlen bestrahlten, mit hamolysiertem Blut injizierten Hundes 
fast kemen Unterschied gegeniiber der Menge derselben des nicht 
bestrahlten, mit hamolysiertem Blut injizierten Hundes (Kan, 
1940 a) zeigt, und dass die Ultraviolettbestrahlung der Milz des 
nicht injizierten Hundes ebenfalls die Vermehrung von Lipoid-P 
und Lipoid-NH»-N hervorruft, namlich dass die Ultraviolett- 
bestrahlung der Milz sowohl des mit hamolysiertem Blut injizierten 
als auch des nicht injizierten Hundes ebenfalls die Vermehrung 
von Kephalin im Blut hervorruft wie beim nicht bestrahlten, mit 
hamolysierten Blut injizierten Hunde. Also der enge Zusammen- 
hang zwischen Phosphatidumsatz und der Milz wurde hier auch 
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durch die durch Ultraviollett-Bestrahlung der Milz hervorgerufene 
Vermehrung des Phosphatides im Blut bei Hunden konstatiert. 

Weiter habe ich mit Réntgenbestrahlung dasselbe Experiment 
angestellt. Die durch Réntgenbestrahlung der Milz hervorgerufene 
Vermehrung von Lipoid-P, Lipoid-N und Lipoid-NH.-N im Blut 
bei den mit himolysiertem Blut injizierten Hunden zeigt auch 
keine grosse Differenz gegeniiber dem Ergebnis des nicht 
bestrahlten, mit hamolysiertem Blut injizierten Hundes (Kan, 
1940 a). Bei nicht injizierten Hunden ergab es sich, dass die 
Rontgenbestrahlung der Milz zwar die Vermehrung von Lipoid-P, 
Lipoid-N und Lipoid-NH»-N hervorruft, aber diese Substanzen sich 
nicht immer alle in demselben Grade vermehren: namlich Lipoid-N 
hat in 2 von 4 Fallen und Lipoid-P in 1 von 4 Fallen eine 
bedeutende Vermehrung gezeiet. 

Wie in meiner vorigen Mitteilung (Kan, 1940b) erwahnt 
wurde, ist die Tatsache bemerkenswert, dass man die Wirkung 
des Hamoglobins auf die Milz als eine Art von Blockierungs- 
wirkung betrachten kann. Bisher hat niemand tber den Zusam- 
menhang zwischen der Blockierung des reticuloendothelialen 
Systems und der Ultraviolett- oder Rontgenbestrahlung berichtet. 
Ich habe als Erfolg dieser vorliegenden Untersuchung gefunden, 
dass die durch Injektion mit himolysiertem Blut hervorgerufene 
Verinderung der Milz sie nun auf die Reizwirkung der Ultra- 
violett- oder Rontgenstrahlen nicht mehr reagieren lasst. 
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In 1930 Cole and Hart, as well as Zondek, have reported 
the presence of gonad-stimulating hormone in the blood of pregnant 
mares in high concentration. In subsequent reports, Cole and 
his coworkers, Hamburger, Evans, Gustus and Simpson 
studied in detail the biological and chemical properties of the 
hormone. According to Cole and Saunders, a_ tremendous 
amount of gonad-stimulating hormone is present in the serum of 
pregnant mares between the 50th and the 100th day of pregnancy. 
Its first appearance takes place about the 45th day and reaches its 
highest level on about the 70th day. Then it gradually decreases 
in concentration until it reaches an insienificant level at about 
the 100th day of pregnancy. After the first appearance of the 
hormone, the rate of increase represents the curve of autocatalytic 
reaction, whereas, the curve representing the manner of decrease 
resembles a diffusion curve or the curve of monomolecular reaction. 

We are reporting in this paper the results of the first series 
of experiments dealing with the relation of the course of pregnancy 
to the concentration of the gonad-stimulating hormone in the serum 


of pregnant Japanese draft mares. 
A. Mernop or Assay. 


1. The Age, Body Weight and Ovary Weight of 
Normal Immature Rats. 


972 
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It is well known that the gonad-stimulating principle of mare 
serum produces follicular growth, ovulation and corpus luteum 
formation in the ovaries of immature female rats. For the assay 
of the hormone, the increase in the ovarian weight of the immature 
mice or rats is usually taken as the criterion of the potency of the 
hormone. A number of investigators use 21 to 25 day old rats, 
because they respond to the injection of the hormone more accurately 
than the older animals, whose ovaries are more sensitive to the active 
principle but given variable results. Cartland and Nelson used 
21-23 day old female rats of Wistar strain, whose average body 
weight was 30-40 ems. and whose average ovarian weight was 13 mg. 
Cole and Hart used rats whose ovary weight averaged 13.7+0.08 
mg, while Chen and Van Dyke found the average weight of a 
pair of ovaries of 21 day old rats that they used to be 18.8+0.58 mg. 
Heyl, on the other hand, found the average weight of a pair of 
ovaries for his 21 day old rats to be 9.0 mg. 

These figures show that the average weight of ovaries of 
immature female rats varies according to the strain of rats used 
by various workers. This necessitates the determination of the 
average ovarian weight of the immature rats reared in our labora- 
tory and used in the studies reported here. The average body 
weight of 10 of the 21-25 day old rats in our colonies was found 
to be 20-35 mg and their ovarian weight 8.700.837 me. 


2. The Effect of a Single Injection on the Increase 
of Ovarian Weight. 

For an accurate determination of the unitage of the active 
principle, a histological as well as a macroscopic examination of 
the ovary should be made, but the simplest method of assay, 
although not as accurate as the histological method, is the measure- 
ment of the increase in ovarian weight. The increase in ovarian 
weight, however, depends upon the dosage, the manner of admin- 
istration and the number of days elapsed after the first administra- 
tion. Evans, et. al. showed that the ovaries of rats receiving the 
three highest dose levels of their acetone-ammonia preparation of 
the pregnant mare serum reached their greatest weight between 


Gonad-stimulating Hormone of Pregnant Mare Serum.—I. 275 


the fourth and fifth day after the onset of treatment. After this 
period the ovarian weight began to decrease. Cartland and 
Nelson pointed out that at 96 hours, a maximum effect upon the 
ovaries was produced when the pregnant mare serum preparation 
was injected on three successive days. 

In order to ascertain the conditions necessary for the choice 
of the unitage, the relation between the dosage and the time re- 
quired to produce the maximum effect by a single injection of the 
hormone was first studied. Two sera, Serum A (or H 67) the 
more potent one, and Serum B (or S98) the less potent one, were 
used. The rats used were all 21-25 day old and weighed between 
20-35 ems. For Serum A, 6 groups of rats were used and for 
Serum B, 11 groups of rats were used; each group consisting of 
5-6 rats. The animals were killed at 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 
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TABLE I. 


The Effect of a Single Injection of Pregnant Mare Serum. 


Serum A or H 67: Dose 1.0 ee. 


No. of hours | Mean ovarian Morphological aspects of the 
Group F after Wergop reproductive system 
injection (ng. ) 

il 24 RO Ovary, uterus small: vagina closed 
2 48 33.0 Ovary, uterus large: vagina closed 
3 72 42.0 Large follicles: vagina opened 
4 96 66.0 Corpora lutea 
5 120 64.0 
6 168 47.0 


Serum B or 898: Dose 0.6 ee. 


24 10.0 Ovary, uterus small: vagina closed 

2 48 19.0 Ovary, uterus large: vagina closed 
3 12 23.0 Large follicles: vagina opened 

4 96 27.0 Large follicles 

5 120 28.0 

6 144 24.0 Corpora lutea 

i 168 21.0 

8 216 20.0 

9 264 19.0 
10 312 16.0 


Tal 360 14.0 


216, 312 and 360 hours after the injection of the serum. The 
results of this experiment is given in Table I and Fig. 1. 

As can be seen from Table I and Fig. 1, little change in ovarian 
weight is noted 24 hours after the injection of the hormone, since 
the average ovary weight for Serum A and Serum B was 11.0 mg 
and 10mg respectively. The color of the ovaries of these rats 
showed the characteristic yellow color of the ovaries of immature 
rats. The weight of the ovaries of rats killed 48 hours after the 
injection was 33mgs for Serum A and 19mgs for Serum B, 
showing a considerable increase in weight over the controls. 
Although the weight increase was considerable, no ripened follicles 
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or corpora lutea were visible by macroscopic examination. In 72 
hour rats, the ovaries contained large follicles, but no corpora lutea 
were discernible except in the ovary of one of the rats which 
received 1.0 ce. of Serum A in which one corpus luteum was found. 
The ovarian weight in these rats were 42 mgs and 23 mgs for 
Serum A and B respectively. In these rats also, the opening of 
the vagina was first noted. In 96 hour rats the ovaries of rats 
injected with Serum A contained numerous corpora lutea, whereas, 
the ovaries of rats injected with Serum B contained no corpora 
lutea. In the rats injected with 0.6 cc. of Serum B, corpora lutea 
appeared only 168 hours after the injection. The maximum 
ovarian weight was reached at 96 hours for Serum A and 120 hours 
for Serum B. The ovaries of untreated 30 day old litter mates 
averaged 9.0me@ in weight. Fifteen days after the injection of 
0.6 ee. of Serum B, the weight of the ovaries of the rats was 14 mgs, 
whereas that of the untreated control was 9.0 mg so that there was 
a sheht difference between the ovaries of the experimental and 
control rats. The above facts show that the maximum weight in- 
crease is obtained between 96 and 120 hours when a single injection 


of the active principle is made. 


3. The Comparison of the Effect of a Single Injection 
and of the Injection of the Hormone for 
Three Consecutive Days. 

As has already been mentioned, Evans, Meyer and 
Simpson have found that in their acetone-ammonia preparation 
of pregnant mare serum, there was scarcely any perceptible dif- 
ference between the results obtained after a single or divided in- 
jection when the dose was small. At the higher levels, however, 
the difference in reaction to the same total dose administered in 
two ways was marked. The heaviest ovary was always obtained 
in the group which received the divided dose. Cole had also 
found that single injections of pregnant mare serum were as 
effective as injections on three consecutive days. Lately, Fluh- 
mann has shown that the ovarian weight increase is the same 
whether a known total dose of the gonadotropie hormone prepared 
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from pregnant mare serum was distributed over the periods of 5, 
10, or 15 days, that is, the ovarian weight increase is the same 
irrespective of the length of the period of injection, if the total 
dose is the same. 

In the following, we are reporting the results of our study 
on the comparison of the effect of a single injection and of the 
divided dose on the ovarian weight increase. 

The immature female rats were divided into two groups A and 
B. The rats in group A received the injection of a single dose 
of pregnant mare serum, whereas the rats of the other group 
received the same total dose, but divided into 3 equal portions and 
injected on 3 consecutive days. The rats of the first group were 
autopsied at 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 216, 312 and 360 hours 
after the first injection. The rats of the second group were 
autopsied at 72, 96, 120, 144, 168, 192, 240 and 360 hours after 
the first Injection. The results are given in Table II and Fig. 2. 
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Tavixe IL 


The Comparison of the Effect of 4 Single Injection and of Injections 
in three Consective Days on the Increase of Ovarian Weight. 


Group B. Injection on three 
Consective days 


Group A. Single Injection 


———— | 


Serum S96: Dose 0.6 ce, Serum 896: Dose 0.2 4x3. 


Hours after 


Hours after | Ovarian weight Ovarian weight 


sited (mg.) | Poser oe (mg-) 
“A { 
4% 72 | 16 
72 | % 27 
Y | 120 20 
120 144 | 23 
144 168 21 
162 216 6 
216 264 1! 
264 212 
212 | 260 
260 


We notice from the data as well as from the curve in Fig. 2, 
that there is a considerable difference in ovarian weight in rats of 
the two groups 72 hours after the first injection. Thus the ovarian 
weight for group A is 23 mgs, while that for group B is 16 mgs. 
This is due to the fact that in group B, the total dose was divided 
into three smal] doses distributed over three consecutive days, so 
that in these rats the 2nd injection (or 1/3 of the dose) exerted 
its effect in 48 hours and that of the 3rd injection exerted its effect 
in only 24 hours after the injection. In group A the total dose 
exerted its effect over a period of 72 hours. Ninety-six hours 
after the first injection, however. the weight of the ovaries in both 
groups reached the same weight. The highest value was reached 
at 120 hours, after which the weight gradually decreased. 


4. The Limit of Ovarian Weight Increase and the 
Unit of the Gonadotropic Hormone. 
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The unit of the gonadotripic hormone of pregnant mare serum 
has been defined in various ways by the investigators of the subject. 
Cole and Saunders defined their unit as the amount that would 
produce in a group of four rats, an average of 3 to 4 mature follicles 
or corpora lutea at 96-100 hours after injection. Cartland and 
Nelson defined it as the total dose of hormone which, when 
injected subcutaneously in 21 to 23 day old rats weighing 30-40 
ems. on three successive days produced ovaries weighing 65 mg 
(65 me being approximately five times the ovarian weight of un- 
injected controls). Hamburger defined his unit as the minimum 
amount of the hormone which produced an ovary weighing twice - 
the weight of the ovary of 21 day old mice. 

Since the difference in the strain of the animals brings about 
a difference in the response of the ovary to the active principle 
of pregnant mare serum and since there is no standard method 
of assay or of choice of unitage agreed upon by the workers in 
this field, we have investigated various phases of this subject. The 
results of the investigation on the effect of a single injection on 
the weight increase of the ovary, as well as the effect of injections 
on three consecutive days showed that the maximum weight in- 
crease is attained 96-120 hours after the first injection. In order 
to determine the weight of ovary to be taken as the basis for 
unitage, it 1s necessary to determine how large an ovary can be 
produced in the 21-25 day old rats by the injection of pregnant 
mare serum in the strain of rats kept in our laboratory. 

Three sera H 60, SH 73 and K 33 were used in this study. 
Three rats 21-25 days old, were injected subcutaneously with a 
definite dose of the serum on three successive days, and they were 
autopsied 96-120 hrs. after the first injection. The dose injected 
varied from 0.01 cc. to 1.00 ce. daily. The results are given in 
Fig. 3. The average weight of the ovaries is plotted against the 
daily dose. 

As can be seen from the curve H 60, the ovary weight increase 
is almost a straight line between 20mg and 80mg. After reaching 
80 mg, the maximum weight increase*, the curve gradually slopes 
downward, in spite of the injection of a larger dosage. The curve 
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for SH 73 follows almost the same form except that the maximum 
weight increase was reached at 0.65 cc. The curve for the serum 
K 33, which was much less potent than the other two sera, gave 
a curve which was much slower in rising and which did not reach 
the maximum increase in ovary weight even at 1.0 ee. dosage. 
The above facts show three things. First, that a varying 
dosage (0.1 ce. to 1.0 ce. or more) of pregnant mare serum should 
be injected into immature rats, since the injection of a 1.00 ce. 
dosage alone would not give the true potency of the active principle. 
Secondly, the curve for the most potent serum is a straight line 


Note:—We do not consider that 80mg. is the maximum ovarian weight 
obtainable by the injection of a potent pregnant mare serum, but for the 
present we leave this figure as it is until further data are available. 
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between the ovary weights of 20mg to 80mg. For the choice of 
basis for unitage in the assay of the hormone, an ovary weight of 
20 mg should be a suitable weight, instead of 65mg as Cartland 
and Nelson have done. The choice of a 65mg ovary is too near 
the limit of increase in ovarian weight, under the experimental 
conditions used by us, and the taking of such a weight would not 
give the true potency of the serum in the assay of the hormone. 
On the other hand, 20 mg ovary weight is not too near the control 
ovarian weight which is, as stated before, about 8.7 mg. 

One rat unit of the gonadotropic hormone of pregnant mare 
serum is defined in the present paper, as the amount of the hormone 
which would produce at 96 to 120 hours after the first injection, 
20 mg mean ovarian weight using three 21-25 day old rats weighing 
20-35 gm., when the hormone was divided into three equal portions 
and injected subcutaneously on three successive days. 


B. Tue INFLUENCE oF STORAGE ON THE POTENCY 
oF PREGNANT Mare SERUM. 


Cole and Hart found that pregnant mare serum held its 
potency even when it was stored for a year after sterilization by 
passing through a Berkfeld filter, whereas Evans, Meyer and 
Simpson recognized a pronounced decrease in potency of the 
serum after storage for several months at 0°C. Since it is im- 
portant to know if deterioration takes place during storage, and 
if it does, how much deterioration occurs during a certain period 
of storage, we have tested some of our sera for their potency during 
storage. The sera from two mares were stored at 0°-5° in an 
ice box without antiseptics and samples were taken from time 
to time to test their potency. In all the samples tested, no odor 
of hydrogen sulphide was perceptible. The results are given in 
Table III and Fig. 4. As shown by this from these data, the 
decrease in potency had occurred on the 17th day after the blood 
was taken from the mare in one sample (H 122), while in the other 
serum (S109), the first decrease was noted on the 15th day. In 
serum H 122, a 50% decrease occurred on the 25th day, while the 
same amount of decrease occurred on the 35th day in the other 
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Fig. 4. 


The effect of storage on the potency of pregnant mare serwn. 


TABLE IIT. 


Changes in Potency during the Storage of Pregnant Mare Serum. 


No. of days after Gounadotropie potency in units (R.U.) 
taking blood per liter of serum 
S$ 109 H 122 
3 2000 1600 
10 2000 1100 
18 2000 1150 
25 1800 600 
34 1000 
35 450 
39 800 300 


serum. The facts show that proper precautions, such as the 
freezing, of the sera or the introduction of antiseptics are necessary 


during storage. 
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C. Ture CHancEe IN THE CONCENTRATION OF THE GONAD- 
STIMULATING HORMONE IN THE BLoop SERUM 
During PREGNANCY. 

The sera used in this study as well as in other experiments 
were all prepared from the blood of pregnant mares which were 
kept at the Farm of our Institute at Koma, Iwate Prefecture. The 
blood samples were collected in flasks by tapping the jugular 
vein. After the blood had been kept overnight in an ice box, the 
supernatant serum was drawn off and was sent to our laboratory 
at Takatsu where it was stored until needed. The blood samples 
were collected from pregnant mares every 4 to 10 days. All the 
mares used were Japanese draft horses of mixed breed. The names 
and ages were as follows: 


Name Abbreviation Age (yrs.) 
Shuho SH iy 
Hosoichi HO 11 
Gisan G 10 
Hirataki H ial 
Kein K 13 
Sakari Ss 7 


The results of the assay of the sera of all these mares during 
the earlier period of pregnancy are given on Table IV and Fig. 5. 

As seen from the data and the chart on Fig. 5, the first ap- 
pearance of the gonad-stimulating hormone was on the 38rd day 
of pregnancy in the serum K, while in the sera SH and H it was 
on the 41st and the 42nd days. In the other sera, the date of the 
first appearance of the hormone in the blood stream could not be 
ascertained, because the first sample of the blood was taken 52nd 
day or later, at which time the hormone content was already at 
a considerable concentration. Cole and Saunders, using two 
American thoroughbred mares found the first appearance of the 
hormone on the 45th day of pregnancy, while the blood of these 
mares tested on the 43rd day gave a negetive response. This shows 
that according to individual animals, there is about 12 days 
difference in the date of the first appearance of the gonadotropic 
hormone. The test for the first appearance of the gonadotropic 
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hormone in the blood serum is an accurate test of pregnancy for 
mares, while other tests, such as the AsShheim-Zondek test using 
urine, or the examination of the vagina, are not reliable tests for 
pregnancy in mares. It should also be stated that the Allen- 
Doisy test for estrogens in pregnant urine becomes positive much 
later than the appearance of the gonadotropic hormone in the 
blood stream during pregnancy of mares. r 

In all the sera examined, we found that after the first ap- 
pearance of the hormone, the concentration of the hormone in- 
creased with a sharp upward curve until the maximum concentra- 
tion was reached. The curve for the increase was a straight 
line in most of the cases. After reaching the maximum point, it 
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TABLE IV. 


The Concentration of Gonad-stimulating Hormone During the 
Course of Pregnancy. 


SH HO G | i K S 
8h | ee eh bp ; 
sel oS | ei fse|silod | sel sS|ekled| Shlee 
Salas) Blas |Zblag| Zbl ae) Z8 Melee) ag 
A 2, ro Neg o =. 3 ma Zs sa es is 
34 0| 54 | 4850] 52 | 7000! 42 | 2500! 33 | 4000} 63 | 20000 
41 | 3380] 58 | 9500] 62 |12000] 46 |14000| 49 |16000| 71 | 20000 
49 | 5350| 62 |18900] 72 |12000! 53 |30000| 56 |22000' 77 | 20000 
54 | 7500; 66 |18900| 84 |12000| 60 |55000| 63 |22000| 84 | 18000 
61 |14600| 70 |18900] 91 | 6000! 67 |55000| 67 |15000| 91 | 10000 
65 |16900] 74 |18900] 98 | 3700| 74 |52000| 77 | 7000| 98 | 8500 
69 |16000} 78 |18000} 105 | 2800} 81 |40000} 81 | 4000) 105 | 3600 
73 |16000| 85 |13000] 113 | 1500] 87 |22000| 91 | 1500! 109 | 2000 
g1 |13000| 87 |11000] 118 | 1000] 95 |10000] 95 | go00| 113 | 1600 
85 |12000) 9: |10000] 125 | 700/ 101 | 5000] 99 | 460, 126 | 400 
91 | 9000/ 98 | 7400] 132 | 400] 108 | 3500 | 130 | 230 
94 | 8000] 106 | 4200] 137 | 360] 122 | 1600 
99 | 6800] 134 | 2100 127 | 1100 
106 | 4200 150 | 230 
132 | 1330 | 
142 | 810 | 


remained at the maximum level for sometime and then it gradually 
decreased in potency. The concentration of the hormone as well 
as the duration at which the concentration remained at the 
maximum level differed according to the individual animal. In 
serum H the maximum concentration reached was 55,000 R. U. 
(Rat Units) per liter, while in other sera the concentration was 
between 12,000 R. U. per liter, and 22,000 R. U. per liter, while 
the period of the maximum concentration varied between one and 
three weeks. The date at which the maximum level was reached 
was between the 56th and the 62nd day of pregnancy. ‘The sera 
which contained a very high unitage of the hormone maintained 
this high wnitage only for a short period (about a week), while the 
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sera which contained a lesser amount of the hormone at the 
maximum level, maintained this level for a longer period (about 
three weeks). 

If we use the idea of Cole and Saunders in explaining the 
rise and fall of the curves presented in Fig. 5, it might be said 
that there is a sudden increase in the production of the hormone 
when the curve makes the upward rise. As the production of the 
hormone inereases, there is also an increased elimination of the 
hormone from bodily cireulation. When the hormone production 
equals the hormone elimination or destruction, there is a balance 
of production and the elimination and the curve is a horizontal 
line, representing the period of constant concentration. If the 
hormone production suddenly stops, there is produced a_ steep 
descending curve as exemplified in the curves for H and G, while 
on the other hand, if there is still hormone production, but the 
elimination is greater than the production, the curves are slow 
descending curves as shown in SH and HO. 

From about the 100th day of pregnancy the rate of decrease 
in concentration becomes very slow and the curve formed is an 
asymmetric curve. We have not determined how long the active 
principle exists in the pregnant mare serum during pregnancy, 
but very small amount of the hormone exists for a long time. In 
the serum H, we found 230 R. U. per liter of the hormone on the 
150th day of pregnancy. According to Cole and Hart a small 
trace of the hormone persists until about the time of parturition. 

We are at present studying the chemical purification of the 
hormone and its biological properties, which will be reported on 
at a later date. 


D. SumMARY AND CONCLUSIONS. 


In this paper are reported the results of a study on the 
concentration of gonad-stimulating hormone in six Japanese draft 
mares’ sera during the early period of pregnancy. 

1. The subcutaneous injection of a definite dose of pregnant 
mare serum in one injection or the same dosage injected over a 
three day: period in three equally divided portions, gave the 


288 Uyei, Ito, Kitasawa and Chiba: 


maximum ovary weight increase in 96 to 120 hours after the first 
injection of the hormone. 

2. The potency of the gonadotropic hormone in pregnant 
mare serum does not change within ten days after the blood is 
taken, but thereafter it loses potency very rapidly even if it is 
kept in storage at 0°-5°C. 

3. The first appearance of the gonad-stimulating hormone in 
mares that were tested was between the 33rd and the 42nd day 
after fertilization. 

4. As soon as the hormone makes its appearance in the blood, 
it rapidly increases in potency until it reaches its maximum ¢con- 
centration. It remains at the maximum concentration for one to 
three weeks and then gradually decreases in potency. The time in 
which the maximum concentration of the hormone was reached was 
between the 56th to the 84th day after fertilization. The maximum 
potency reached differs according to the individual mares but varied 
from 12,000 R. U. to 55,000 R. U. per liter. 

5. After staying at the maximum concentration level, it 
decreases in potency more or less rapidly until the 100th day 
of pregnancy is reached and thereafter it persists at a low con- 
centration until parturition. 
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UBER DIE HISTIDINAUSSCHEIDUNG IM HARN. 
VON 


RENPEI SAKAGUCHI. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. S: Akamatsu.) 


(Hingegangen am 12. Januar 1940) 


Die Isolierung des Histidins aus normalem menschlichen Harn 
wurde zuerst von Engeland (1908) ausgefiihrt. Spiiter konnte 
Honda (1923) aus 30 Liter Harn gravider Frauen 0,31 ¢ Histidin- 
pikrolonat gewinnen. Hefter (1925) hat in menschlichem Harn 
vergeblich nach Carnosin gefahndet und einen Stoff gefunden, der 
als Histidin identifiziert wurde. Armstrong und Walker(1932) 
haben auch 0,2 @ Histidinhydrochlorid aus einigen 10 Liter Harn 
Schwangerer isoliert und unter Beriicksichtigunge der Verluste 
wahrend des chemischen Verfahrens den Histidingehalt annihernd 
geschatzt. Die initiale Konzentration sollte in der Ordnung 0,7— 
1,0¢@ fir 10 Liter Harn betragen. 

Quantitative Histidinbestimmung in Harn wurde schon von 
vielen Autoren unternommen. Die dabei angewandte kolorimetri- 
sche Methode von Koessler und Hanke (1919, 1920) oder ihre 
Modifikation sind an sich vortrefflich, aber da sie auf der Pauly- 
schen Diazoreaktion beruhen und da im Harn bekanntlich ausser 
dem Histidin noch diazopositive Imidazolderivate vorhanden sem 
kénnen, sollten die ermittelten Zahlenwerte nicht ohne weiteres auf 
das Histidin bezogen werden. 

Die Knoopsche Bromreaktion ist spezifisch ftir das freie 
Histidin. Diese Reaktion wurde von Kapeller-Adler (1933, 
1936) zu einer direkt am Harn zum Histidinnachweis ausftihrbaren 
Form ausgearbeitet, die weiter von Tschopp und Tschopp 
(1938) noch vereinfacht werden konnte. Die Kapeller- 
Adlersche Probe dient aber bloss dem qualitativen Histidinnach- 
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Kurihara (1939) hat kiirzlich eine kolorimetrische Mikrobe- 
stimmungsmethode des Histidins mitgeteilt. Prinzip der Methodik 
ist folgendes. Histidin wird in stark saurer Reaktion bromiert, 
iiberschiissiges Brom durch Chloroformextraktion entfernt, die 
bromierte Histidinldsung bei Pu 4,6 in Zimmertemperatur 25-30: 
Minuten stehen gelassen, bis sich eine maximale rosaviolette Farbe 
entwickelt, und dann mit Kalilauge stark alkalisch gemacht, wobei 
vorher Cyanid zugesetzt wird, um den entstehenden blauen Farb- 
stoff vor der Luftoxydation zu schtitzen. Die Bestimmung ist 
leicht ausfiihrbar und verlauft quantitativ. Bei Verwendung 
dieser Methode am Harn muss der Harnfarbstoff zuerst in alkali- 
scher Reaktion durch aktive Kohle entfernt werden und da der 
Histidingehalt des Harns fiir Kolorimetrie nicht genug kon- 
zentriert ist, muss das Histidin nach Anreicherung dureh Fallung 
mit dem Quecksilberreagenz in kleinem Volumen Saure gelost 
werden. Einige Anmerkungen zu der Methodik werden im ex- 
perimentellen Teil gegeben. Wie Kurihara mitteilte, kann das 
dem Harn zugesetzte Histidin quantitativ wiedergefunden werden. 
Er hat mit dieser Methode den Histidingehalt des normalen Harns 
bei einigen Minnern gemessen. Bei einem Fall wurde 42 me% 
Mistidin gefunden. 

Man kann sagen, dass obwohl das Histidin kolorimetriseh be- 
stimmbar war und auch die dem Harn zugesetzte Histidinmenge 
quantitativ wiedergefunden werden konnte, doch der Harn unter 
Umstinden ausser dem Histidin noch andere Substanzen enthalten 
mag, die sich bei der Kuriharaschen Reaktion wie das Histidin 
verhalten. Daher habe ich unter Leitung von Prof. Akamatsu 
untersucht, ob die im Harn kolorimetrisch ermittelte Substanz 
wirklich Histidin ist. 

Zuerst wurde die Histidinfraktion aus 100cem Harn dureh 
Quecksilberfallung nach Kurihara gewonnen, im Wasser suspen- 
diert und durch H2S entquecksilbert. Die Lésung wurde kon- 
zentriert, schwach alkalisiert, durch Phosphat gepuffert und mit 
dem Leberextrakt gemischt. Sofort und nach 24 Stunden wurde 
die Probe mit Trichloressigsiure enteiweisst und auf den Histidin- 
gehalt untersucht. Das anfinglich 83mg pro 1 cem Versuchsansatz: 


Uber die Histidinausscheidung im Harn. 291 


vorhandene Histidin konnte nach 24 Stunden kolorimetrisch nicht 
mehr nachgewiesen werden. Das Histidin wurde durch das Leber- 
ferment—Histidase—vollstindig abgebaut. Man kann also anneh- 
men, dass die im Harn kolorimetrisch gemessene Substanz nichts 
anderes als Histidin ist. Bei eingehender Uberlegung, bleibt aber 
diese Frage doch noch ungelést, weil die Lebersuspension ausser 
der Histidase viele andere Fermente enthalt und jene als Histidin 
angenommene aber keineswees bestitigte Substanz durch irgendein 
Leberferment abgebaut werden kénnte. 

Um die Spezifititsfrage der Kuriharaschen Histidinbestim- 
munesmethode zu klaéren, habe ich dann untersucht, ob die kolori- 
metrisch gemessene Histidinmenge mit der des aus dem Harn rein 
isolierbaren Histidins iibereinstimmt. Ich konnte beweisen, dass 
das tatsachlch der Fall ist. 15 Liter im Experiment gebrauchter 
Harn sollten kolorimetrisch 2,15 @ Histidin enthalten. Die Iso- 
lierung des Histidins wurde, wie im experimentellen Teil be- 
schrieben, unter moéeglchster Vermeidung von Histidinverlust 
ausgefiihrt. Der Hauptgang der Isoherung bestand aus 1. 
Anreicherung des Histidins dureh Fallune als Quecksilbersalz in 
alkalischer Reation, 2. Fallung der Histidinfraktion aus kon- 
zentrierter Losung durch Silberbarytverfahren und 3. Entfernung 
des Kreatinins von dem Niederschlag durch Auswaschung mittels 
Barytwassers. Am Ende des Reinigungsprozesses wurde die 
erhaltene krystallinische Masse in zwei Halften geteilt. Die erste 
Halfte wurde mit Flaviansiure behandelt und das Histidin als 
Diflavianat isoliert und aus heissem Wasser umkrystallisiert. 
4,64 ¢@ reines Diflavianat wurden gewonnen. 1,08 g Histidin sollte 
5,43 @ Diflavianat liefern. Ausbeute war also 86%. Die andere 
Hilfte wurde in konzentrierter Salzsiure gelést und eingedampft 
und der Riickstand aus 80% Dioxan umkrystallisiert. 0,6 g reines 
Histidindichlorhydrat wurden gewonnen. Da die Uberfiihrung in 
Dichlorhydrat mit schlechter Ausbeute verlief, ist dieses Verfahren 
fiir den vorliegenden Untersuchungszweck nicht geeignet. Ich 
konnte aber polarimetrisch beweisen, dass das aus dem Harn in 
solecher Weise hergestellte Histidin der |-Form angehért. Nach 
Edlbacher(1934) und Abderhalden(1937) wirkt die Histidase 
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stereochemisch stark auswahlend, sie greift nur ]-Histidin an, aber 
bildet kein Ammoniak aus der d-Form. Ich habe oben gesagt, 
dass das im Harn nachweisbare Histidin durch das Leberferment 
vollstiindig abgebaut wurde. Dieser Fermentversuch zeigt schon 
die l-Natur des Harnhistidins. Das natiirliche |-Histidin wird also 
durch die Niere ausgeschieden. 

Kapeller-Adler hat die vermehrte Histidinausscheidung 
als hervorragendes Merkmal der Schwangerschaft angesehen und 
demselben diagnostischen Wert beigemessen. Diese interessante 
Angabe wurde von vielen Autoren nachgeprift. Es sind schon 
geniigend viele dafiir oder dagegensprechenden Versuche mitgeteilt 
worden. Solehe Untersuchungen wurden aber leider bisher bloss 
in qualitativen Sinne ausgefiihrt. Tschopp und Tschopp(1938) 
haben kiirzlich iiber Ergebnisse der Urinuntersuchung bei 300 
Patienten berichtet. Histidinurie kann bei gesunden Mannern 
und Frauen, ferner bei verschiedenen Krankheiten vorkommen 
und diagnostisch nicht verwertet werden, weil keine besondere 
Bedingung zu ihrer Entstehung erkennbar ist. 

Ich habe nach der Kuriharaschen Methode das Harnhistidin 
bei verschiedenen Fallen quantitativ gemessen. Die Bestimmung 
wurde bei vor dem Versuch freiwillig gelassenem Urin ausgefiihrt. 
Das spezifische Gewicht wurde jedesmal gemessen. Die Resultate 
sind tabellarisch im experimentellen Teil angegeben. Im grossen 
und ganzen kann man folgendes sagen. Gesunde Manner scheiden 
ab und zu eine betrachthche Menge Histidin aus. Bei jungen 
Madchen ist der Histidingehalt sehr schwankend. Wine Harn- 
probe zeigte 72me%. Histidinausscheidung erscheint bei Schwan- 
gerschaft im allgemeinen gesteigert. Aber zur diagnostischen Ver- 
wertung ist der Harnhistidingehalt kein spezifisches Merkmal. 
Histidinurie nach Geburt oder Abortus ist auch schwankend. Ich 
habe bei verschiedenen inneren Leiden die Histidinausscheidung 
untersucht und keine Besonderheiten beobachtet. Auf einzelne 
Zahlenangaben habe ich verzichtet. Nur als Beispiel wird in 
nachstehenden Tabellen der Histidingehalt bei Uteruscarcinom und 
Lungentuberkulose angegeben. 

Bei Tieren kommt Histidinurie nicht vor, wie schon yon 
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Kapeller-Adler und Herrmann(1934) angegeben. Ich konnte 
das bei Kaninchenharn bestiitigen. Hine bestimmte Menge 
Histidin wurde dem Kaninchenharn zugesetzt und 24 Stunden in 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Das Histidin konute quanti- 
tativ wieder gefunden werden. Man kann daher schliessen, dass 
das einmal im Harn ausgeschiedene Histidin unvermindert bewiesen 
werden kann. Nach diesem Vorversuch habe ich die Histidinaus- 
scheidung bei phosphorvergifteten Kaninechen untersucht. Falls 
die Tiere der Phosphorverabreichunge widerstanden, zeigten sie 
nach 5 oder 6 Tagen Histidinurie, welche spater allmihlich ab- 
klang. Bei den mit CCl, vergifteten Kaninchen wurde Histidin- 
ausscheidung in Spuren beobachtet. 


EXPERIMENTELLER TEI. 


1. Bestimmung des Harnhistidins. 

Die Kuriharasche Methode (1939) wurde angewandt. Beim 
Alkalisieren des Harns durch Zusatz alkalischer Phosphatlosung 
ist der Gebrauch von Phenolphthaleinpapier vorteilhaft, das durch 
Befeuchten des Filterpapiers mit 1% alkoholischer Phenol- 
phthaleinl6sung und nachheriges Trocknen in der Luft leicht zu 
bereiten ist. Aktive Kohle wird zur Entfirbung des Harns 
gebraucht, manche Praparate enthalten aber reichliches Hisen. Es 
ist daher viel sicherer, jedes Kohlepraparat vor dem Gebrauch 
einige Stunden in verdiinnter Salzsaiure zu kochen, mit destilherten 
Wasser wiederholt zu waschen, bis das Waschwasser neutral 
reagiert, und dann zu trocknen. 

2. Abbau des Harnhistidins durch das Leberferment. 


100 cem normalen miannlichen Harns wurden mit alkalischer 
Phosphatlésung gegen Phenolphthalein neutralisiert, durch aktive 
Kohle entfarbt und 5g Kochsalz darin gelést. Dann folgte die 
Histidinfallung durch Zusatz von 10 cem Hinsbergscher Queck- 
silberlésung und durch weitere Alkalisierung mit Boraxlosung. 
Der Niederschlag wurde mit Wasser gewaschen, in 30 ccm Wasser 
suspendiert, durch HS entquecksilbert und das Filtrat auf dem 
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Wasserbad bis zu 4cem konzentriert. 3 ccm davon wurden mit 
10% Natronlauge neutralisiert, mit M/10 Na,HPO, auf 5cem 
vermehrt und dann mit 1cem Rattenleberferment versetzt. PH 
betrug 8,2. Die Fermentlisung wurde in folgender Weise bereitet. 
Frische Leber wurde im Morser zermahlen, mit 2 fachem Volumen 
Wasser versetzt, nach 10 Minuten zentrifugiert und die tiber- 
stehende Loésung sogleich fiir den Versuch verwandt. Der 
Histidingehalt des Versuchsansatzes wurde sofort und nach 
24stiindiger Aufbewahrung im 37° Brutschrank bestimmt. 2 cem 
Versuchslésung wurde mit gleichem Volumen 16% Trichloressig- 
sdure enteiweisst, das Filtrat diente dann direkt zur Bromierung. 
Sofort nach dem Fermentzusatz enthielt das Versuchsgemisch 3,07 
me Histidin pro leem. Nach 24 Stunden war kein Histidin nach- 
weisbar. 


5 


3. Isoherung des l-Histidins aus Harn. 

Der Harn war von meinen Kollegen im hiesigen Institut und 
von den Studenten, er wurde unter Toluol aufbewahrt. 15 Liter 
Harn wurden fiir den Versuch gebraucht. Vorherige kolorimetri- 
sche Histidinbestimmung zeigte, dass dieses Volumen Harn insge- 
samt 2,15 @ Histidin enthalten sollte. 

A) Je ein Liter Harn wurde mit alkalischer Phosphatlosung 
gegen Phenolphthaleinpapier neutralisiert und mittels etwa 10¢ 
aktiver Kohle entfarbt. Dem Filtrat wurde 50 ¢ Kochsalz, 100 cem 
Quecksilberreagenz von Hinsberg und dann gesiattigte Borax- 
losung zugesetzt, bis die Reaktion wieder gegen Phenolphthalein 
neutral wurde. Nach einigen Stunden wurde die tiberstehende 
klare Losung abdekantiert und der Bodensatz 1-2 Mal mit destil- 
hertem Wasser durch Zentrifugieren gewaschen. 

B) Quecksilberfallung aus 15 Liter Harn wurde gesammelt, 
in 200cem Wasser suspendiert und darin HS eine Stunde 
energisch durchgeleitet. Der abgenutschte Sulfidniederschlag 
wurde noch einmal in Wasser aufgeschwemmt und durch H.S 
zersetzt. Das entquecksilberte Filtrat wurde insgesamt auf dem 
Wasserbad erhitzt, konzentriert, mit aktiver Kohle entfarbt und 
die abgenutschte Kohle mit heissem Wasser gut gewaschen. Das 
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gesamte Filtrat betrug 280 ccm und enthielt kolorimetrisch 
gemessen 2,14 @ Histidin. 

C) Die Lisung wurde mit gesiittigter Barytlésung alkalisch 
gemacht und durch Nutsche filtriert, der Riickstand mit heissem 
Wasser gut gewaschen. Das Filtrat und Waschwasser wurden mit 
Schwefelsiure gegen Kongopapier schwach angesiiuert und filtriert 
und der Bariumsulfatriickstand mit heissem Wasser gewaschen. 
Die Loésung machte 670c¢em aus und enthielt kolorimetrisch 
gemessen 2,13 @ Histidin. 

D) Diese Lésung wurde mit heiss gesattigter Ag»SO4-Lisung 
versetzt, bis kein Niederschlag mehr entstand, und filtriert. Der 
Silberniederschlag wurde mit heissem Wasser sorgfiltig ausge- 
zogen. Das Filtrat, das gegen 2 Liter betrug, wurde unter ver- 
mindertem Druck bis gegen 200 cem eingedampft und mit aktiver 
Kohle entfarbt. Die Kohle wurde wieder mit heissem Wasser gut 
gewaschen. Die entfairbte Losung und das Waschwasser machten 
insgesamt 400 cem aus. Der Histidingehalt betrug kolorimetrisch 
2,09 g. 

E) Die Loésung wurde mit heiss gesittigter AgSO,-Losunge 
versetzt, bis eine Ttipfelprobe mit Barytwasser einen braungelben 
Niederschlag ergab, dann mit Barytwasser unter Verwendung des 
Bromthymolblau-Papiers zu Pu 7,2 neutralisiert und tiber Nacht 
stehen gelassen. Der Niederschlag wurde durch Zentrifugieren 
gesammelt, in 200 ecm Wasser suspendiert, durch H.SO, gegen 
Kongo ausgesiuert und durch HS zersetzt. Der abgesaugte 
Niederschlag wurde noch einmal in Wasser durch Hos zersetzt. 
Der Niederschlag, der aus Silbersulfid und Bariumsulfat bestand, 
wurde dann mit heissem Wasser gewaschen. Das Volumen der 
so erhaltenen Histidinlésung war 400 cem und der Histidingehalt 
betrug kolorimetrisch 2,08 g. 

F) H.S0O, in Lésung wurde durch Baryt quantitativ ent- 
fernt und der eutstandene Bariumsulfatniederschlag mit heissem 
Wasser gewaschen. Das Filtrat und Waschwasser wurden gemischt 
und auf dem Wasserbad erhitzt, um HS zu entfernen. Das 
Volumen war 460 cem und die Lésung enthielt 2,04 ¢ Histidin. 

G) Die Lésung wurde unter vermindertem Druck kon- 
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zentriert und dann im Exsikkator getrocknet. Der Ruckstand war 
eine gelbliche krystallinische Masse, die 3,0g wog. Dieses Roh- 
Histidin war noch durch Kreatinin verunreinigt. Die Masse 
wurde in 2 Halften geteilt. 

H) 1,5g Robhistidin (=1,02g Histidin) wurden in 50 ccm 
Wasser gelost und Fallung mit AgeSO, und Baryt bei PH 7,2 aus- 
gefiihrt. Der abgeschleuderte Niederschlag wurde mit gesattigtem 
Barytwasser verrieben, um ihn von Kreatinin zu befreien, und 
dann zentrifugiert, der ungeléste Teil einmal mit Wasser 
gewaschen, in 100 cem Wasser suspendiert, mit H,.SO, gegen Kongo 
neutralisiert und schliesslich mit HCl vorsichtig entsilbert. AgCl 
wurde mit heissem Wasser gewaschen. Die so erhaltene Losung 
machte 190 cem aus und enthielt kolorimetrisch 0,98 g Histidin. 
Diese Losung wurde dann mit 10 cem konzentrierter HCl gemischt, 
auf dem Wasserbad getrocknet und der Riickstand nach dem Ver- 
fahren von Gilson (19388) aus einem Gemisch konz. HCl+80% 
Dioxan (1:5) umkrystallisiert. Ausbeute 0,6¢@ Histidinchlor- 
hydrat. Schmelzpunkt lag bei 245° (Korr.). KjeldahlI-N betrug 
18,25%, wahrend die theoretische Berechnung 18,42% forderte. 
In 3,58¢/dl1 Lésung war [a]>B=+7,43. Nach Abderhalden 
(t909) ist: [a |P=7,61. 

I) Die andere Halfte, namlich 1,5¢ Rohhistidin (=1,02 ¢g 
Histidin), wurde in Wasser gelést und in gleicher Weise von 
Kreatinin befreit. 250cem entsilberte Losung enthielten kolori- 
metrisch 0,97 g¢ Histidin. Sie wurde auf dem Wasserbad auf un- 
gefahr 100 ccm verdampft, mit 50 cem heisser Flaviansaure (5,5 @)- 
Losung versetzt, abgekiihlt und 2 Tage im Eisschrank aufbewahrt. 
Die ausgeschiedenen Krystalle wurden auf der Nutsche gesammelt. 
Die Mutterlauge wurde auf dem Wasserbad zur Halfte eingedampft 
und abgektihlt. Die dabei erhaltenen Krystalle wurden mit den 
Hauptkrystallen gemischt und nochmal aus 45 cem heisser Flavian- 
saure (1,5 ¢)-Lésung umkrystallisiert. Das erhaltene Histidin- 
diflavianat wog nach dem Trocknen im Exsikkator 4,46 g¢. Zerset- 
zungspunkt war 243° (Korr.). Die Gesamt-N-Bestimmung ergab 
12,21%, wahrend die theoretische Berechnung 12,51% forderte. 
Aus der Mutterlauge wurde noch 0,18 g Diflavianat von demselben 
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Zersetzungspunkt gewonnen. Die Ausbeute war also insgesamt 
4,64¢. Nach Vickery (1927) ist der Zersetzungspunkt des 
Histidindiflavianats 251-252°. Langley und Albrecht (1935) 
haben als Schmelzpunkt des Diflavianats 237-238° angegeben. Ich 
habe aus reinem Histidinchlorhydrat Diflavianat bereitet. Sein 
Zersetzungspunkt war wieder 243° (Korr.). Zur Versicherune der 
Reinheit meines Priparats wurde der Flaviansiuregehalt nach 
Iwabuchi (1936) kolorimetrisch bestimmt. Das Diflavianat des 
aus Harn isolierten Histidins wie des reinen Histidins (Takeda) 
ergab 78,8% Flaviansiure, der theoretische Wert betrigt 80.2%. 
1,5¢ Rohhistidin sollten nach Entfernung des Kreatinins kolori- 
metrisch 0,97 g Histidin enthalten haben. Diese Menge entspricht 
4,90 ¢ Diflavianat. Das wirklich isolierte Diflavianat betrug, wie 
oben erwahnt, 4,642, also 95%. 15 Liter vorliegenden Harnes 
enthielten am Anfang kolorimetrisch 2,15¢@ Histidin, daraus 
wurden 9,28¢@ Histidindiflavianat gewonnen. 2,15¢@ Histidin 
sollten 10,85 @ Diflavianat hefern. 86% des anfainglich vorhanden 
gewesenen Harnhistidins wurde chemisch rein isolert. Wenn man 
die oben erwihnten stufenweise ausgeftihrten, nicht einfachen 
echemischen Verfahren in Erwigung zieht, muss diese Ausbeute 
sicher als zufriedenstellend angesehen werden. 


4. Bestimmung des Harnhistidins. 


A. Gesunde Manner (meine Kollegen, 28-35 Lj.). 


| 


sb Gem, ioe 

A 1,007 Spur 
B 1,011 0 
6, 1,012 7,6 
D 1,015 8,6 
E 1,019 12,1 
iP 1,020 11,4 
G 1,022 46,1 
TH 1,023 Spur 
I 1,026 21,5 
5 1,028 30,5 
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B. Gesunde Miidchen (Pflegerinnen in hiesiger Klinik, 18— 


95 Lj.). 
mg Histidin pro 
spez. Gew. 100 eem Harn 

A 1,011 10,2 
B 1,018 10,8 
Cc 1,019 15,9 
D 1,020 21,0 
E 1,027 14,6 
i 1,031 9,4 
G 1,031 44,7 
H 1,032 31,4 
if 1,033 72,6 
J 1,037 Oo 


C. Schwangerschaft und Wochenbett. 
Harn wurde von hiesiger gynikologisch-tokologischer Klinik 
geliefert. 


Harn 
Lj. Schwangerschaft 
spez. Gew. mg Histidin in 100 eem 
A 3 3. Monate 1,016 31.2 
B 28 4 ”» 1,028 42,7 
C 30) de 1,025 20,3 
D 32 5 ” 1,015 34,2 
E 25 5. ” 1,015 1322 
in 28 6. » 1,010 eel 
G 35 6. ” 1,011 14,9 
H 29 uf ” 1,019 46,8 
I 29 7 ” 1,018 67,5 
Ay 24 8 ” 1,019 9,7 
K 21 8 ” 1,027 80,1 
L 23 9. 32 Dalat 1,010 10,7 
M 36 9. »+ Odem 1,015 Spur 
N 2 50) 1,020 8,0 
O 24 10. » 1,024 63,2 
le 28 NOE. @ 1,022 34,2 
Q 2 10.» 1,020 14,9 
R 28 kurz v. Geburt 1,028 Spur 
s 24 ” 1,012 8,3 
48 23 ” 1,015 46,8 
U 37 ” 1,024 12,9 
V 16 2 Tage n. Geburt 1,023 63,2 
W 33 10 ” 1,020 10,5 
x 27 2 Tage n. Abortus 1,023 20,4 
¥ 32 9 ” OS Spur 
Z|} 41 |5 ” 1,020 on 
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D. Uteruscarcinom. 


Harn 
Lj. 
spez. Gew. mg H. in 100 eem 

A 41 unter Strahlentherapie 1,024 50,0 
B 48 1,019 16,7 
C 62 | 1,015 14,1 
D 41 1,021 10,7 
BE 53 unter Strahlentherapie 1,012 Spur 
F 48 EOI? Spur 
G 44 1,014 8,6 
H a9 1,021 Spur 
I 58 | unter Strahlentherapie | 1,014 Spur 
i 54 1,015 0 

K 60 1,018 Spur 


E. Lungentuberkulose. 


Harn wurde von hiesiger Mediz. Klinik geliefert. 


Harn 
Lj. u. Gesehlecht |—— = a 
spez. Gew. mg H. in 100 ccm 
A 23 3 1,024 11,6 
B 30 ) 1,021 8,6 
() 20 ) 1,018 Spur 
D 19 i) 1,019 Spur 
B 28 i) 1,024 10,3 
F 49 i) 1,018 Spur 
G 32 i) 1,018 | Spur 
1a 28 Q 1,020 aleyal 
Hi 20 2 1,026 Spur 
df 19 9 1,015 Spur 
K 39 9 1,020 1253 
L 35 2 1,016 7,6 


5. THistidin in Kaninchenharn. 


Harn wurde unter Toluol gesammelt. 


me Harn 
IXorpergew. u. —_ Sean = = 
Gesehlecht spez. Gew. | mg H. in 100 eem 
i 1710¢ ) 1,020 0 
2 1760 ¢ 2 1,040 0 
S 1970 g 2 1,020 0 
4 2090 g 6) 1,039 0 
5 2350 g 6 1,033 ; 0 
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6. Bestimmung des dem Kaninchenharn zugesetaten 
Histidins. 

20 cem Harn wurden mit verschiedener Menge Histidin ver- 
setzt. leem M/100 Histidin=1,55mg Histidin.  Histidinbe- 
stimmung sofort nach dem Histidinzusatz und nach 24 stitindiger 
Aufbewahrung bei Zimmertemperatur. 


zugesetztes Histidin gefundenes Histidin 

Bestimmung = 
M/100 mg mg % 
sofort 2,0 3,10 2,99 97 
” 4,0 6,20 6,12 99 
nach 24 Stdn. 1,0 1,55 1,43 92 
” 2,0 3,10 3,22 104 
” 4,0 6,20 5,98 96 


7. Histidinausscheidung im Harn der vergifteten 
Kaninchen. 
A, Phosphorvergiftung. 
Nekoirazu, ein handelstibhches Phosphorpraparat zur Totung 
von Ratten, wurde per os verabreicht und das Harnhistidin dann 
jeden Tag gemessen. 


Nas al! Nr. 2 Wie, 
Korpergew. 2400¢ A 2000g @ 2130¢ 6 
Dosis d. Praiparats 0,04 g¢ pro kg 0,03 g pro kg 0,03 g pro kg 
: ; Histidin Histidin Histidin 
Ha 
sa Menge mg/dl. Mice mg/dl. oe mg/dl. 
nach 1 Tage 0 0 0 
” 2 ” 0) 0 110 cem 0 
» 3 oo» 140 ecm Spur | 100 eem 0 80 » Spur 
93) BAL > 100 » 31,5 80» Spur 0 
Df op gestorben 200 » 46,8 150 » 116 
Do 150 » 26,4 100 » 100 
mo 9 100 » 6,4 170 » 42,0 
» 8 » 80 » 9,2 40 » 8,2 
mye 150 » Spur 
a il) 80 » Spur 
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B. Kohlenstofftetrachloridvergiftung. 


CCl, wurde durch Gummibougie in den Magen eingefiihrt. 


Korpergew. 790g 2400¢ 9? 2070¢g $ 
Dosis. d. Praparats| 0.4ecm CCl, pro kg | 0.4 ecm CCl, pro kg | 0.5 ecm CCl, pro kg 
Histiain Histidin Histidi 
Ha eae stidin 
m Menge me /al Menge meyal Menge med 
nach 1 Tage 0 0 0 
» 2 Tagen 150cem | Spur 40 eem 0 0 
Er ED 80 » 52,5 130 » 0 60 ccm Spur 
oA? gestorben 20 » 0 80 » Spur 
” 5 ” 100 » Spur 20 » 0 
” 6 ” 0 » 50» 0 
” rf ” 0 » 
” 8 ” 30» 0 
ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Histidinausscheidung im menschlichen Harn wurde 
kolorimetrisch nach Kurihara (1939) untersucht. 

2. Der Histidingehalt in 15 Liter Harn wurde vorher kolori- 
metrisch gemessen und die quantitative Isolierung des Harnhis- 
tidins ausgefiihrt. 86% des Harnhistidins konnte schliesslich als 
Diflavianat gewonnen werden. 

3. Das Harnhistidin wurde auch als Dichlorhydrat rem 
isoliert. Es war die ]-Form. 

4. Das im Harn kolorimetrisch gemessene Histidin wurde 
durch Leberhistidase vollstandig abgebaut. 

5. Die Histidinausscheidung im Harn gesunder Manner und 
Frauen ist sehr schwankend. Die Histidinurie kann nicht als ein 
diagnostisches Merkmal der Schwangerschaft oder irgendeiner 
Krankheit verwertet werden. 

6. Das normale Kaninchen scheidet kein Histidin aus, aber 
bei Leberschidigung z.B. durch Phosphorvergiftung kann starke 


Histidinurie eintreten. 


R. Sakaguchi. 
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UNTERSUCHUNG UBER DIE CHEMISCHE 
ZUSAMMENSETZUNG DER AMNIOS- UND 
ALLANTOISFLUSSIGKEIT DES 
MEERSCHILDKROTENEMBRYOS. 


VON 


GEN-ICHIRO IMAMURA. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der landwirtschaftlichen Hochschule 
in Kagoshima. Vorstand: Prof. Dr. S. Suzuki.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1940.) 


Um die schwierige Frage, wie der Stoffwechsel des Fétus bei 
der Entwicklung sich verhalt, zu beantworten, ist das Studium 
des Fruchtwassers bzw. Amnios- und Allantoiswassers unentbehr- 
hich. Um so mehr interessant ist das Studium dieser Fliissigkeiten, 
wenn man die Fragestellung in Anegriff nehmen will, wo und wie 
die wichtigen  stickstoffhaltigen Stoffwechselprodukte, sowie die 
gelosten Mineralstoffe des sich entwickelnden Embryos eliminiert 
werden sollen, welche bei allen erwachsenen Tieren meist im Harn 
auftreten. 

In Fortsetzung der Experimente von T. Kamei (1927) ber 
die physikalischen Higenschaften und die chemischen Zusammen- 
setzungen der Amnios- und Allantoisfliissigkeit des Hihner- 
embryos, habe ich dieselben Untersuchungen an den Meerschild- 
krétenembryonen angestellt, weil diese wihrend der Entwicklung 
so reichliche Amnios- und Allantoisfliissigkeit produzieren und dem 
Auge des Forschers bei beliebigen Entwicklungsstufen leicht 
zuganeliche Materialien darbieten. 

Zunichst konstatierte ich (1939), dass die physikalischen 
Higenschaften der Allantoisfliissigkeit mehr denen des Harns der 
erwachsenen Tiere ihneln. Diesmal habe ich weitere Unter- 
suchungen iiber die chemische Zusammensetzung der beiden 
Fliissigkeiten des Meerschildkrétenembryos ausgefthrt. 

Die Annahme, dass die Allantoisfliissigkeit als Ausscheidungs- 
produkte des sich entwickelnden Embryos produziert und das 
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Amnioswasser als Nahrlésung des Embryos deponiert wird, ist 
jedoch nach der Menge der isolierten chemischen Bestandteile zu 
urteilen, noch unsicher. 

Als Untersuchungsmaterial bediente ich mich moéglichst gleich 
erosser Hier der Meerschildkréte, die an der Fukiage-Kiiste der 
Prafektur Kagoshima im letzten Sommer geleet waren, und zwar 
verwendete ich bebriitete Hier, die 30 Tage und 45 Tage alt waren. 

Nachdem die Schale durehlochert ist, kann die Allantois- 
fiiissigkeit mit Hilfe der Spritze zum grossten Teil aufgesaugt 
werden. Wird die Schale mit der Pinzette abgeschalt und die 
Reste des Allantoiswassers quantitativ gesammelt, so kann die 
Amniosfliissigkeit ohne Schwierigkeit mit der Spritze ausgezogen 
werden. 


1. Feste Stoffe. 


Zur Bestimmung der festen Stoffe wurden die Flissigkeiten 
bei Wasserbadtemperatur zu vélliger Trockenheit abeedampft. Die 
Mengenverhaltnisse des Wassers und der festen Stoffe sind in 
Tabelle I verzeichnet. 


TABELLE I. 


a) Amnioswasser. 


Reoenre oe iuearaenee Feste Stoffe ‘Wasser 
dauer Materials | in g in % ing in % 
30 Tage 817 ¢ 5,693 1,80 311,307 98,20 
45 Tage 93 g 1,462 1,58 91,5388 | 98,42 
b) Allantoiswasser. 
30 Tage 3145 ¢ 50,323 1,60 3094,677 98,40 
45 Tage 610 g 8,619 1,41 601,381 98,59 


Die getrockneten festen Stoffe wurden dann verascht. Dureh 
Subtraktion des Gewichtes der Asche von demjenigen der siimt- 
lichen festen Stoffe wurde die Menge der organischen Stoffe 
gefunden. Auf bekannte Weise wurden die gegenseitigen Mengen- 
verhaltnisse der wasserléslichen und wasserunléslichen Aschen- 
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bestandteile festgestellt. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle IL 
zusammeneestellt. 


TABELLE IT. 
a) Annioswasser. 
Menge der Organische Anorganische Stofte 
Seay e montis pea ser Wasserlisl. | Wasserunldsl. 
in g in g in % in g in % 7 in g in % 
30 Tage 0,2639 0,1755 66,50 0,0812 30,76 0,0072 O74 
45 Tage 0,4058 0,2274 56,04 0,1657 40,83 0,0127 3,13 
b) Allantoiswasser. 
30 Tage 0,9979 0,7139 71,54 0,2363 | 23,98 0,0477 = 4,70 
45 Tage 0,5000 0,3160 63,20 0,1603 32,06 0,0237 | 4,74 


2. Anorganische Stoffe. 


Der Wasserauszug, worin die in Wasser loslichen Aschen- 
bestandteile enthalten waren, wurde auf dem Wasserbade eingeengt, 
sein Volumen durch Auffiillen in einem geeichten Messkolben 
bestimmt, ein aliquoter Teil davon fiir die Bestimmungen der 
einzelnen Stoffe entnommen und die dabei gefundenen Werte der 
Stoffe auf das Gesamtvolumen des Wasserauszugs umgerechnet. 

Die in Wasser nicht l6slichen Aschenbestandteile l6ste man in 
verdtinnter Salzsaure, verdiinnte mit Wasser auf ein bestimmtes 
Volumen und ein aliquoter Teil davon wurde zu Bestimmungen 
der alkalischen Erden, der Schwefelsiure und der Phosphorsaure 
verwendet. Die Mengen der in Rede stehenden Stoffe sind zu 
denjenigen der in Wasserausziigen vorhandenen gleichnamigen 
Stoffe addiert und der Hinfachheit halber nur ihre Summe in 
Tabelle III eingetragen. Der in Salzsaiure nicht lésliche Riick- 
stand wurde auf Kieselsiure verarbeitet. 

Zur Bestimmung des Chlors bediente ich mich der Volhard’- 
schen Methode. Die Schwefelsiure wurde durch Salzsaure und 
Bariumehlorid gefallt und als Bariumsulfat abgewogen. Die Phos- 
phorséure wurde nach der Vorschrift von Neumann bestimmt. 
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Aus einer mit essigsaurem Natron versetzten Lésung wurde der 
Kalk durch oxalsaures Ammon als oxalsaurer Kalk gefallt und 
gewogen. Aus der vom Calciumoxalat abfiltrierten Losung fallte 
man das Magnesium durch Ubersittigung mit Atzammoniak als 
phosphorsaure Ammonmagnesia aus, verwandelte die letztere auf 
die iibliche Weise durch Gliihen in pyrophosphorsaure Magnesia 
und berechnete aus der gewogenen pyrophosphorsauren Magnesia 
die Magnesia. Zur Bestimmung des Kaliums und des Natriums 
wurden die beiden Alkalien nach moglchster Entfernung der 
anderen Aschenbestandteile in Chloride tbergeftihrt, als solche 
gewogen und dann das Kalium als Kaliumplatinchlorid abgetrennt. 
Die Kieselsaure wurde nach Gonnermann ermittelt. 

Die Ergebnisse sind kurz in Tabelle III zusammengestellt. 

Unter den anorganischen Salzen sind im Amnios- und 
Allantoiswasser hauptsachlich Chloride u.z. das Kochsalz ent- 
halten. Auf der Menge der Chloride beruht in erster Linie die 
molekulare Konzentration der beiden Fliissi¢keiten. 


TABELLE III. 


Amnioswasser | Allantoiswasser 
Bebriitungsdauer a a iF at 
30 Tage 45 Tage 30 Tage 45 Tage 
Aschenmenge in % | in % in % in % 
Gesamtasche 0,602 | 0,693 0,456 0,515 
KO 0,008 | 0,005 0,012 0,021 
NasO 0,116 | 0,296 0,060 0,110 
CaO 0,021 | 0,026 0,021 0,003 
MeO 0,018 0,015 0,009 0,014 
P20; 0,023 0,007 0,005 0,043 
SO: 0,016 — 0,012 0,018 
Cl 0,142 0.359 0,186 0,144 
SiO» 0,000 0,000 0,010 0,001 
3. Zucker. 


Das Vorkommen des Zuckers im Fruchtwasser der Haus- 
ae . . , 
Saugetiere ist von mehreren Autoren festgestellt worden. Im 
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menschlichen Fruchtwasser findet sich dagegen in normalen Fallen 
keim Zucker. Kamei (1927) fand keinen Zucker in der Amnios- 
und Allantoisfliissigkeit des Hiithnerembryos. 

Bei meiner Untersuchung mit dem Amnios- und Allantois- 
wasser des Meerschildkr6tenembryos fiel der Zucker immer negativ 
aus. 


4. N-haltige organische Verbindungen. 


Der Stickstoffgehalt der beiden Fliissigkeiten beruht zum Teil 
auf dem darin enthaltenen Hiweiss, zum Teil auf anderen stick- 
stoffhaltigen Stoffen. Samtlicher Stickstoff wurde nach dem 
Kjeldahl’schen Verfahren ermittelt. Von den anderen N-haltigen 
organischen Verbindungen wurden nur Harnstoff, Harnsiure und 
Kreatinin bestimmt. ° 

Die getrockneten festen Stoffe wurden mit absolutem Alkohol 
in der Kalte extrahiert. Mit diesem Alkoholextrakt hat man den 
Harnstoff durch Xanthydrolmethode ermittelt. Der in kaltem 
Alkohol nicht losliche Riickstand wurde mit siedendem Alkohol 
extrahiert. Die alkoholischen Ausztige wurden eingedampft, in 
Wasser gelost, ein aliquoter Teil davon fiir die Bestimmung des 
Kreatinins entnommen. Man hat den in Alkohol unloslichen 
Riickstand mit Ather behandelt, die getrocknete Masse mit 0,4% 
Lithiumearbonatlésung riickfliessend extrahiert und zur Bestim- 
mung der Harnséure verwendet. Zur Ermittlung des Kreatinins 
und der Harnsaure wurde das kolorimetrische Verfahren ange- 
wandt. 

Die Resultat meiner Untersuchung sind in Tabelle IV mieder- 
gelegt. 


TABELLE IV. 


Morar Ghali Amnioswasser Allantoiswasser 
vou 30 Tage 45 Tage 30 Tage 45 Tage 
Gesamt-N 0,0710 0,0720 0,1390 0,1470 
Harnstoff 0,0100 0,0091 Spur Spur 
Tlarnsiiure 0,0299 0,0604 0,0213 0,0075 
Kreatinin 0,0C11 0,0021 0,0007 0,0014 
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Es folgt hier eine Tabelle, in welche die Vergleichung der 
physikalischen Higenschaften und der chemischen Zusammenset- 
zung des Amnios- und Allantoiswassers des 45 Tage alten Meer- 
schildkrétenembryos mit denen des Harns und des Blutes der 
Schildkréte, einer Tierart der gleichen Familie wie die Meerschild- 


kréte, zahlenmissig eingetragen ist. 


TABELLE V. 


a) Physikalische Higenschaften. 


Phyeiealsene Meerschildkrote Schildkrote 
Eigenschaften Amniosfl. Allantoisfl. Blutplasma Harn 
pH 8,0 6,7 7,8 6,7 
Spez. Gew. « 1,013 1,005 1,033 1,003 
A 0,67 0,34 0,65 0,30 
b) Chemische Zusammensetzung. 
Pron Genatt Meerschildkrote Schildkrote : 
ee Amniosfl. Allantoisfl. Blutplasma Harn 
Gesamtasche 0,693 0,515 — 0,127 
CaO 0,026 0,003 == 0,028 
MgO 0,015 0,014 = 0,015 
P20s 0,007 0,043 = 0,058 
SOs — 0,018 oa 0,017 
Cl 0,359 0,144 — 0,004 
Gesamt-N 0,072 0,147 = 0,232 
Harnstoff 0,009 Spur — 0,144 
Harnsaure 0,060 0,007 _— 0,006 
Kreatinin 0,002 0,001 — 0,000 


Zur Entscheidung der Frage, woher 
Allantoisfliissigkeit stammen und wofiir sie 
muss man die physikalischen Higenschaften 
Zusammensetzung beider Fliissigkeiten genau 
nachher mit denen des Blutes, der Lymphe 
erwachsenen Tiere vergleichen. 


die Amnios- und 
produziert werden, 
und die chemische 
untersuchen und sie 
und des Harns der 
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Vergleichende Untersuchungen der Korperfliissigkeiten der 
Meerschildkréte miissen also fortgesetzt werden. 


Diese Arbeit wurde im Laboratorium von Herrn Prof. S. 
Suzuki mit seiner freundlichen Unterstiitzung und der Beihilfe 
von Herrn Dozent Yotsumoto ausgefiihrt, woftir ich innen meinen 
besten Dank sage. 
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STUDIES ON PROTEASE. 


I. The cleavability of various proteins by trypsin 
and papain. 
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Infectious Diseases, Tokyo Imperial University. 
Head of the Division: Assistant Prof. T. Uchino.) 


(Received for publication, March 6, 1940) 


INTRODUCTION. 


It is well known that various proteins display different be- 
haviours towards the action of trypsin, pepsin and other proteoly- 
tic enzymes. While some proteins are capable of being attacked 
by a certain protease with great ease, others are quite resistant 
to it. This marked difference in the rates of enzymatic hydrolysis 
of proteins may conceivably be due to the chemical nature of each 
protein, such as the different proportions of amino acids, of which 
the proteins are composed, as well as to the arrangement of these 
constituent amino acids in the protein molecule. In this connec- 
tion it seems of interest to compare the relative rates of hydrolysis 
of various animal and vegetable proteins by a series of proteolytic 
enzymes. 

The present paper reports on the action of trypsin and papain 
on a number of proteins. In carrying out this investigation atten- 
tion was paid particularly to the following two points: It is a 
familiar fact in the first place, that the activity of protease is 
inhibited to a more or less marked extent by the split products, 
which appear in the course of protein hydrolysis. In order to 
avoid this inhibition due to cleavage products an attempt was made 
in this experiment to compare the initial reaction velocities of 
enzyme action. In the second place, the fact was also taken into 
consideration that the optimum pH of a protease action by no 
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means lies at the same pH for different kinds of proteins. Accord- 
ingly, the measurements of the initial proteolytic activity were 
made at varying pH and the values of the highest initial protease 
activity thus obtained—each at its own optimum pH—were com- 
pared for different proteins. 


1. The action of trypsin on various proteims. 


Enzyme: Trypsin and enterokinase were prepared by the 
method of Waldschmidt-Leitz and his co-workers, described in 
Bertho-Grassmann’s Biochemisches Praktikum. 

Substrates: The proteins employed were mostly prepared in 
this laboratory. Casein was a Kahlbaum preparation; gelatin, 
Griibler; and edestin, Theodor Schuchardt. Legumin and ricin 
were Merck products. The proteins were pulverized and dried at 
100°C, or over sulfuric acid in vacuo at room temperature, and 
used as 2 per cent solutions. In some cases their water content 
was previously examined and a corresponding excess amount was 
weighed, in order to obtain a solution of the required concentra- 
tion. 


Experimental procedure: Into each of six Erlenmeyer flasks 
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are pipetted 1.0 ce. of the trypsin and enterokinase solutions and 
the flasks are allowed to stand in a thermostat at 30°C for 30 
minutes for activation. Into each of the flasks are then added 
2.0 ec. of 1M glycine-NaOH buffer of varying pH, and 4.0 ce. of 
the substrate solution, both previously warmed at 30°C, and kept 
in a thermostat at 30°C. The progress of the enzymatic action 
was followed by the titration method of Willstatter and 


Fig. 2. 


Action of trypsin on vitellin. 
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Action of trypsin on gelatin. 
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Waldschmidt-Leitz in 90 per cent alcohol, a V/5 KOH solution 
being employed and with thymolphthalein as indicator. One of the 
flasks was titrated immediately after the addition of the substrate. 
Further titrations were performed with other flasks after intervals 
of 10, 20, 40 and 80 minutes. The remaining flask was employed 
for the determination of the pH of the reaction mixture. Two 
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Action of trypsin on gliadin. 
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Fig. 6. 


Action of trypsin on protamin. 
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Fig. 8. 


Action of trypsin on serum globulin. 
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control experiments were conducted, consisting of enzyme +buffer 
with water in place of substrate, and substrate+buffer with water 
in place of enzyme, respectively. 

In this way the initial rates of hydrolysis of different proteins 
by means of trypsin are examined at the varying pH of the reaction 
fluids and the curves indicating the highest initial trypsin activity 
thus obtained were compared for a series of animal and vegetable 
proteins. The results are represented in Figs. 1-8 and summarized 
in Fig. 9, proteolytic activity being recorded in terms of N/5 KOH 
increase. 

The results in Figs. 1-9 show that the relative rates of 
hydrolysis of the various proteins by means of trypsin diminish 
in the following order. 

Protamin > casein, edestin > vitellin, globin > gelatin, gliadin 
> serum globulin > serum albumin, legumin, ege albumin, ricin. 

Of all animal and vegetable proteins examined, protamin is 
most readily attacked by trypsin. Casein and edestin are split 
more quickly than vitellin and globin, and the latter two more 
quickly than gelatin and gliadin. Serum globulin is only slightly 
acted upon by trypsin and the proteins such as serum albumin, 
legumin, egg albumin and ricin were found to be quite resistant 
to trypsin action. 

The optimum pH for the action of trypsin were much the 
same for all proteins examined and lie mostly at pH 8.7-9.0. 

In this place attention must be paid to the report of 
Rimington and Kay (1926), in which they pointed out that 
during the action of trypsin on casein, phosphorus is split off in 
an inorganic state from the protein molecule. The phosphoric acid 
thus removed is undoubtedly responsible in part for the increase 
in acidity of the reaction mixtures. Comparative determinations 
were therefore made of amino nitrogen in the digestion fluids 
mentioned above by the use of the Willstatter-W aldschmidt- 
Leitz titration method and by the Van Slyke gasometric method. 
The result is shown in Fig. 10. 

It will be clear from Fig. 10 that no difference was observed 
between values obtained by the titration and the Van Slyke 
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methods. It seems therefore probable that no appreciable libera- 
tion of phosphorie acid has taken place in our experiment. Sada- 
mitsu (1937) has recently shown that trypsin purified by the 
adsorption method lberates no inorganic phosphoric acid from 
the casein molecule, and on the basis of his findings that in both 
pancreatic extract and commercial trypsin, phosphatase is really 
present as a contamination, he concluded that the extract employed 
by Rimington and Kay surely contained phosphatase, which is 
undoubtedly responsible for the production of phosphoric acid in 
their tryptic digestion mixture. 


2. The action of papain on various proteins. 


Enzyme: A two per cent solution of Papajotinum 1:200 
(Merck) was used as enzyme. 2¢ of powder were dissolved in 
water by grinding in a mortar, diluted to 100 ce. and filtered. For 
activation, a HCN solution was employed, obtained by neutralizing 
5 ee. of the 6 per cent KCN solution with 1N HCl, using methyl 
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red as an indicator, and diluting to 10 ce. with water. 

Substrates: Proteins, as mentioned in the forgoing section, 
were used as substrates. 

Experimental procedure: The activation of papain was 
carried out at 40°C and pH 5 according to the method of 
Willstatter and Grassmann (1924). 5ce. of the 2 per cent 
papain solution and 10 ce. of the M/5 disodium citrate solution 
were measured into a conical flask; 2 cc. of the freshly prepared 
HCN solution (containing 25 me HCN) were added, and the flask 
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Action of papain on serum globulin. 
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is kept in a thermostat at 40°C for 2 hours for activation. Then 
0-4.0 ec. of N/5 HCl are added in order to attain the required pH 
of the solution, followed by 8.0-4.0 cc. distilled water to make the 
volume up to 25 ¢e., both HCl solution and water being previously 
warmed to 40°C. Finally 25 ce. of the substrate solution, also 
prewarmed to 40°C, are added and the flask is well mixed and 
kept at 40°C. 8ce. samples of each were taken immediately after 
the addition of the substrate and after 10, 20, 40 and 80 minutes. 
The titrations were performed in just the same way as described 
in the preceeding section. The determination of pH was carried 
out by the use of a quinhydrone electrode. 
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Since most of the substrates employed separated out from the 
reaction fluids, owing to the fact that the optimum range of pH 
for the papain action coincides with the isoelectric point of proteins, 
satisfactory results were obtained only with gelatin, serum albumin, 
egg albumin and serum globulin. The results are given in Figs. 
11-14 and summarized in Fig. 15. 


Iivey, ile 


Initial rates of hydrolysis of various proteins by papain. 
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Om——0 Serum albumin (pH 5,95) 
an 4 4 Serum globulin (pH 4.95) 
Q—————o 9=Ege albumin (pH 5.70) 


Increase in acidity (ce. N/5 KOH) 


Time in minutes. 


It will be seen from Figs. 11-15 that of the proteins examined, 
gelatin is most readily attacked by papain, while serum albumin, 
serum globulin and egg albumin are only slowly hydrolyzed. It 
was pointed out in the foregoing section that serum globulin is 
hydrolyzed by trypsin more readily than serum albumin. By 
papain, however, albumin is split with a greater rate than globulin. 

The optimum pH for the hydrolysis of gelatin and serum 
albumin by papain is 4.9, while that for serum albumin and egg 


albumin is 5.7-0.9. 


SUMMARY. 


The relative rates of hydrolysis of various animal and vegetable 
proteins by trypsin and papain were studied in relation to the 
initial reaction rates and to the optimum pH of proteolysis. 
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1. It was found that the relative ease with which proteins 
are hydrolyzed by trypsin diminishes in the following order. 

Protamin > casein, edestin > vitellin, globin > gelatin, gliadin 
> serum globulin > serum albumin, legumin, egg albumin, ricin. 

The optimum pH for hydrolysis lies between 8.7-9.0. 

2. Papain hydrolyzes gelatin more readily than serum 
albumin, serum globulin and egg albumin. The comparative deter- 
mination of the hydrolysis rates of other proteins could not be 
performed, as the majority of proteins examined separated out 
from the reaction fluids at a pH range of 4.0-6.0. 

The author wishes to express his thanks to Assistant Prof. T. 
Uchino for his kind direction throughout this work. 

Thanks are also due to the Royal Academy Fund for grants 
in aid of this investigation. 
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INTRODUCTION. 


In an earlier report Nakamura (1940) has investigated the 
comparative cleavability of a number of animal and vegetable 
proteins by trypsin and papain. He pointed out in his paper that 
in comparing the relative rates of enzymatic proteolysis, it is of 
importance to bear in mind the following two points: In the first 
place, the split products, appearing in the course of enzymatic 
proteolysis, exert, as it is well known, an inhibitory effeet on 
protease activity; in the second place, the optimum acidity of a 
enzyme action is not necessarily the same for different substrates. 
In order to avoid errors due to these factors, Nakamura has 
attempted on the one hand to compare the initial reaction velocity 
of proteolysis and on the other hand, to measure this velocity of 
hydrolysis at varying pH. He thus compared the highest initial 
proteolytic activities for different proteins, each at its own optimum 
pH, and endeavoured to determine a true picture of the relative 
rates of enzymatic hydrolysis of various proteins. 

The present paper is a continuation of this investigation and 
deals with the action of pepsin on various proteins. 


EXPERIMENTAL PROCEDURE. 
The experimental details are essentially the same as those 


mentioned by Nakamura. 


323 


324 T. Uchino: 


As enzyme, a one per cent solution of commercial pepsin 
(Griibler) in 0.1.N hydrochloric acid was used. 

Proteins employed as substrates were casein, vitellin, gelatin, 
egg albumin, egg globulin, serum albumin and serum globulin. 
These were kindly furnished us from the Biochemical Institute, 
Nagasaki Medical College. Casein and gelatin were Merck pro- 
duets. 

Into each of five conical flasks were introduced 2.0 ce. of the 
enzyme, 2.0 cc. of 1 M glycine-HCl buffer of varying pH and 4.0 ee. 
of substrate solution, all having been previously warmed at 30°C. 
The flasks were then placed in a thermostat at 30°C. The increase 
in acidity was followed by the Willstatter and Waldschmidt- 
Leitz method of titration in 90 per cent aleohol using thymolph- 
thalein as indicator. One of the flasks was titrated immediately 
after the addition of the substrate. With three other flasks further 
titrations were carried out after intervals of 10, 20 and 40 minutes 
respectively. The remaining flask was employed for the deter- 
mination of pH electrometrically. Concurrently two control ex- 
periments were performed in mixtures, containing only buffer and 
enzyme or buffer and substrate respectively. Both these blank 
. determinations always gave negligible values. 


EXPERIMENTAL RESULTS. 


The results of the experiments are shown in Figs. 1-7. In 
these figures the extent of peptic hydrolysis is recorded in terms 
of N/dS KOH increase. The highest initial digestion rates of a 
series of proteins, each at its different optimum pH, are summarized 
I, LIee Ss: 

It will be seen from Figs. 1-8 that the peptic hydrolysis of 
casein proceeds at a much faster rate than other proteins examined. 
The initial digestion rates of the proteins diminish in the following 
order : 

Casein>egg albumin>serum albumin>ege globulin>gelatin 
>serum globulin>vitellin. 

Nakamura (1940) has pointed out that serum globulin is 
split by trypsin more readily than serum albumin. Conversely, 


Increase in acidity (ec. N/5 KOH) 


Increase in acidity (ce. N/5 KOH) 
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Action of pepsin on casein. 


Time in minutes. 


Fig. 2. 


Action of pepsin on vitellin. 


Time in minutes. 
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Fig. 3. 


Action of pepsin on gelatin. 
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° ® pHi 0.87 
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Increase in acidity (ee. N/5 KOH) 
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Fig. 4. 


Action of pepsin on egg albumin. 
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Action of pepsin on egg globulin. 
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AMifes, Pf 


Action of pepsin on serum globulin. 
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Fig. 8. 
Initial rates of hydrolysis of various proteins by pepsin. (1). 
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in the case of peptic digestion, it was found that serum albumin 
and egg albumin are more rapidly attacked than serum globulin 
and ege globulin. 

As regards the pH optimum for pepsin action, no remarkable 
variation from protein to protein was observed, most of them being 
hydrolyzed optimally at pH 0.9-1.0. 

The curves, representing the progress of digestion of casein, 
egg albumin, serum albumin and gelatin show a rapid rise in the 
first ten minutes, after which they increase only gradually. As 
compared with these curves, those for egg globulin, serum globulin 
and vitellin exhibit the peculiarity that the curves rise from the 
commencement approximately linearly with the time (Fig. 8). In 
order to follow the further course of these uniformly ascending 
curves, the following experiment was undertaken with serum 
globulin and vitellin, as well as with casein and serum albumin 
for comparison, the duration of peptic digestion being prolonged 
to 80 minutes. The results are given in Fig. 9. 

From Fig. 9 it is evident that after prolonged action of pepsin 
a similar flattening of the curves is observed in the case of both 


Fig. 9. 


Initial rates of hydrolysis of various proteins by pepsin. (2). 
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EM o— © Serum albumin (pH 1.02) 
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serum globulin and vitellin, as in the case of other proteins. 


SUMMARY. 


The relative peptic digestion rate of various proteins was in- 
vestigated in relation to initial hydrolysis velocities and optimum 
pH of enzyme action. 

Of the proteins examined, casein is most rapidly split by 
pepsin. Serum albumin and egg albumin are hydrolyzed by pepsin 
more readily than serum globulin and egg globulin, whiie the 
reverse is the case in tryptic digestion, as it has been found by 
Nakamura. 

The order of the relative hydrolysis rate of various proteins 
is as follows: 

Casein >ege albumin>serum albumin>egg globulin>gelatin 
>serum globulin>vitellin. 

The author wishes to express his thanks to Prof. Toyoo 
Uchino in the Nagasaki Medical College for his kind direction 
throughout this investigation. Thanks are also due to Dr. K. 
Kuwashima, director of the hospital, for his continued interest 
and encouragement. 
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FOTALE GESCHLECHTSBESTIMMUNG. 


Von 


RYOJI ITOH. 


(Aus dem Med.-Chem. Inst. der Med. Fak. der Keiserl. Kyushu-Univ. 
zu Hukuoka. Direktor: Prof. Dr. K. Kodama). 


(Hingegangen am 7. Mirz 1940) 


Verf. entdeckte, dass im Mutterharn vor der Geburt eines 
Knaben ein proteolytisches Ferment von Hodeneiweiss ausgeschie- 
den wird, dagegen vor der eines Madchens nicht. 


VERSUCHSMETHODEN. 
1. Darstellung des Hodeneiweiss-Substrates. 


Kaninchenhoden wurden von Blut, Fett und Bindegewebe 
moglichst befreit und dann zerrieben. In destilliertem Wasser von 
Pu 4,7 wurde der Brei 20 Minuten gekocht und die Flissigkeit 
abgegossen; diese Behandlung wurde so oft wiederholt bis die 
Ninhydrin-Reaktion der Fliissigkeit negativ ausfiel. Zwecks Be- 
freiune des Niederschlages von Fett und Lipoid wurde dieser 
zanichst mit Aceton, dann mit Aceton und Ather zu gleichen 
Teilen und sehliesslich wieder mit Ather ausgewaschen und dann 


eetrocknet. 


2. Darstellung des Fermentes. 


30,00 cem von filtriertem und neutralisiertem Mutterharn wird 
30,00 cem Aceton zugefiigt, umgeriihrt und zentrifugiert. Die im 
Niederschlag vorhandenen Fermente werden in 15,00 cem physio- 
logischer, mit 2,00cem M/50 Borax-Puffer versetzter Kochsalzlosung 


von Px 7,3 aufgelost. 


3. Versuchsmethode. 


7,00 cem Fermentlésung wird in ein Reagenzglas gefiillt und 
5,00 mg Substrat zugesetzt. Bei der Kontrolle wird keim Substrat 
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zugefiigt. Die mit Gummistopfen verschlossenen Glaser werden 
bei 37°C 45 Stunden im Brutschrank aufbewahrt. Nachdem die 
Fliissigkeiten filtriert sind, werden 3,00 cem davon mit destilliertem 
Wasser auf 10,00cem aufgefiillt, und ihre abgespaltenen Amino- 


sduren bestimmt. 


4, Bestimmungsmethode der Aminosdure. 


Zur Bestimmung des Amino-N dient die F]orkinsche Methode. 
3,00 cem der zu bestimmenden Lésung wird 3,00 eem M/25 Borax- 
Puffer (PH 8,3) und 2,00 cem 0,5% $-Naphthochinonsulfonsaure- 
Nat. zugesetzt und 20 Stunden in die Dunkelkammer gestellt. 
Dann wird 2,00cem Formalin-Entfairbungslésung und 2,00 ecm 
M/10 Nat. thiosulfat dazu gegeben und 5 Minuten spater mit dem 
Pulfrich-Stufenphotometer, unter Verwendung des Filters S47, 
mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten, der Aminostickstoffgehalt 
bestimmt. . 


ERGEBNISSE. 


Im Schwangerenharn zeigt sich vor der Geburt eines Madchens 
keine Abweichung des Aminosiiurewertes, aber vor der Geburt eines 
Knaben ist die vom proteolytischen Ferment des im Mutterharn 
enthaltenen Hodeneiweisses gespaltene Aminosaiure deutlich gestei- 
gert, wie folgende Tabelle zeigt. 


oO 
ete ermin vor Zunahme d. 
E A S 2 ee mit Substrat- : AsinoTs 
s a 8 pasate substratlos 
I 33 a) 28 3,12 2,07 1,05 
II 26 3 17 0,75 0,20 0,55 
TBE || By @ 33 1,30 1,23 0,07 
Ve 29 a) 24 1,95 1,07 0,88 
V 41 Q 8 0,33 0,27 0,06 
VI | 40 2 2 0,51 0,51 0 
VII | 34 rs) 1 2,10 il sdss 0,35 
WALL | I 9 6 2,45 2,44 0,01 
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Px otal 3 0,22 0,18 0,04 
Xee405 | a 11 2,62 2.57 0,05 
Deel | Mayes | es 36 1,26 0,40 0,86 
EE SO xs 8 2,50 1,75 0,75 
PEN Osa ees 5 2,37 2,03 0,3 
XEV eset 13 0,53 0,47 0,06 
XV | 36] 8 i 1,21 0,92 0,29 
SCHLUSS. 


Es wurde eine sichere Methode zur praenatalen Geschlechts- 
bestimmung gefunden, deren Prinzip darauf beruht, dass im 
Mutterharn vor der Geburt eines Knaben ein proteolytisches 
Ferment von Hodeneiweiss ausgeschieden wird, dagegen vor der 
eines Midchens nicht. 
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UBER DAS CASEINO-TRYPTON. 


Von 


TSI-TSAO CHEN, 
TAMEJI HIROOKA unp MASAMITI KAWARADA. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultét der 


Kaiserlichen Tohoku-Universitiét, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. S. Utzgino.) 


(Eingegangen am 10. Mirz 1940) 


In Bezug auf die Abbaustufe der Gelatine durch Einwirkung 
von Trypsin-Griibler hat Mori (1938/1939) eine sehr interessante 
Beobachtung berichtet, dass das Gelato-Trypton sich verschieden 
von Gelato-Pepton, das aus dem Digestat durch Magenschleim- 
hautmazeration des Schweins gewonnen wurde, den Enzymwir- 
kungen gegeniiber verhalt, indem einige chemische Gruppen der 
beiden Abbaustufen wie Karboxyl oder Aminostickstoff auch im 
quantitativen Sinne verschieden sind, und dass das erstere aber in 
naher Beziehung zum letzteren steht und in immunologischer 
Hinsicht eine anaphylaktische Erscheinung ebenso wie das letztere 
auslésen kann, obwohl diese beiden Ko6rper an sich nicht als eine 
einheitliche Substanz betrachtet werden konnten. Hier sei _ be- 
sonders hervorgehoben, dass das Trypton, das eine Resistenz der 
weiteren Trypsinwirkung gegeniiber zeigt, durch Pepsin-Salzsaure 
nicht mehr angegriffen werden kann, wahrend das Pepton durch 
Trypsinwirkung hydrolysiert wird, wie es schon von Itzioka 
(1937) beobachtet wurde. In der Fortsetzung dieses Arbeits- 
gebietes haben wir hier die Abbaustufe des Caseins und der 
Gelatine durch den frischen Pankreassaft studiert, der aus der 
am Hund angelegten Dauerfistel gesammelt wurde, da die Wirkung 
des sezernierten Safttrypsins trotz seiner wichtigen physiologischen 
Bedeutung bei der Verdauung nicht ganz an den Tag gelegt wurde, 
und da das Wesen der Wirkung des Trypsins-Griibler insbesondere 
die Aktivitit dieses Handelspriparats nicht ganz einheitlich sein 


kann. 
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Wie schon von Itzioka (1937) und Mori (1938) berichtet 
worden ist, wurde das Substrat der wiederholten Digestion so weit 
unterzogen, bis die Hydrolyse im Sinne der Aciditats- oder der 
Aminostickstoffzunahme ganz unbedeutend war und dann die 
Spaltungsprodukte mit Methanol oder Aceton gefallt. Die hier in 
enzymologischen Versuchen gepriiften Spaltungsprodukte, die man 
hier wohl auch Trypton bezeichnen méchte, hat der eine von uns 
in der beschriebenen Weise hergestellt und analysiert, wie bald 
berichtet werden sol! (Chen, 1940). Zum Vergleichszweck hat 
man in vorliegender Arbeit die Abbauprodukte des Caseins durch 
die Mazeration der Magenschleimhaut des Schweins in der gleichen 
Weise bereitet, die in der Tabelle I gezeigt wird. Bei Betrachtunge 
der analytischen Angabe sei hier hervorgehoben, dass das Ver- 


TABELLE I. 
Maximale Casein- und Gelatinespaltung durch wiederholte Pepsinwirkung 
(Magenschleimhaut-Mazeration des Schweins). 


Zunahmedifferenz der Aciditat und die Aminostickstofts 


Versuchsbeispiel 
Zeit 100 ¢ C: ie Mercl 200 eC ae Merck 200 g Geldune 
(Tage) aa ic ete (Kokko ©) 


eem mg com mg eem mg 
0,1 n-NaOH | NH2-N | 0,1 n-NaOH | NH2-N |0,1 n-NaOH | NH2-N 
in5eem jinleem| indcem |jinleem}| ind5 cem in 1 cem 


Erster Pepsinzusatz 


3 2,2 0,27 2,9 0,25 2,4 0,28 

5 1,2 0,14 dil 0,12 i538 0,15 

7 0,3 0,03 ss 0,02 0,4 0,03 
Zweiter Pepsinzusatz 

3 55 0,18 Wen 0,20 1,6 0,21 

5 0,6 0,10 0,5 0,12 0,6 0,11 

hi 0,2 0,02 0,2 0,02 0,2 0,02 
Dritter Pepsinzusatz 


3 0,4 0,05 0,3 0,04 0,4 0,05 
5 0,1 0,01 0,1 0,01 0,1 0,01 
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haltnis des Aminostickstoffs gegeniiber dem Gesamtstickstoff des 
Gelato- und Caseinotryptons 27-28% betriigt, indem dasselbe des 
Gelatotryptons aus Trypsin-Griibler-Digestat nach Mori (1938) 
auch ein ahnliches zeigte. 

Um die Beobachtung von Itzioka (1937) und Mori (1938) 
sicher zu bestatigen, wurde hier zuerst das enzymologische Ver- 
halten des Tryptons aus dem Pankreassaftdigestat im Vergleich 
mit Pepton gepriift. Wie die Resultate zeigen, wideersteht das 
Trypton jeglicher weiteren Wirkung des Pankreassaftes (spontan 
oder mit erepsinfreier Kinase aktiviert) (Tabelle Il) und wird 
weder durch Pepsin-Salzsiure (Magenschleimhautmazeration) noch 
durch Hundemagensaft angegriffen (Tabelle III). Es wurde aber 
durch Darmsaft oder durch Gewebepeptidase (Mazerationssaft der 
Hundeleber) leicht hydrolysiert. (Tabelle IV). Diese Ergebnisse 


TABELLE II. 
Pankreassaftwirkung auf Caseinopepton, Caseino- und Gelatotrypton. 
Versuchsansatz: 20cem 1%iger Substratlésung+0,5 eem spontan aktivierten 
oder 1ceccm mit Kinase (0,01 g) aktivierten Pankreassaftes, mit Puffer- 
losung auf 25 ecm oder 22 ccm yon Pu 7,8 gebracht+Toluol; bei 37°C 
digeriert. 
Kontrollversuch: 0,5 cem spontan aktivierten oder 1 cem mit Kinase aktivierten 
Pankreassaftes mit Puffer ohne Substrat auf 25cem oder 22 cem von 
Pu 7,8 gebracht+Toluol; bei 37°C digeriert. 


Acidititszunahme in 4 ecm Digestat (ecm 0,1 n-NaOH) 


Ga ) Gelatotrypton | Caseinotrypton | Caseinopepton | Casein 
rs 5 0,1 0 0,2 = 
A 
ge || (2 0,1 0 0,4 1,2 
A 
a7) 8 B| 7 0,1 0 0,5 1,5 
a | 6 (PH 7,8) (PH 7,8) (PH 7,8) (|(PH 7,5) 
© ay 
7 ~ 
alle 24 0 0 0,3 0,65 
A | e~ 
bi ee 0 0 0,4 0,80 
q cs 120 0,1 0 0,4 0,80 
cowengll AD SEE otal pia pee Se nee ae A a eee Mente UES 
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TABELLE IIT. 
Wirkung des Magensaftes oder der Magenschleimhautmazeration auf 
Caseinopepton, Caseino- und Gelatotrypton. 

Versuchsansatz: 20cem 1%iger Trypton- oder Peptonsalzsaurelosung von 
Pu 2,0+2cem frischen Magensaftes (Hund) oder 2 cem Magenschleimhaut- 
mazeration (Kaninchen) + Toluol; bei 37°C digeriert. 

Kontrollversuch: 20cem verdiinnter Salzsiurelésung ohne Substrat (Pu 2,0) 
+2cem Magensaft oder 2 ccm Magenschleimhautmazeration + Toluol; bei 


37°C digeriert. 


Acidititszunahme in 4ccm Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


Lor : sir . Casein 
(Std.) Gelatotrypton | Caseinotrypton | Caseinopepton (2%) 
Magensaft ee Ot 0 0,1 0,5 
(Hund) 12 0 0,4 
Ee 20 | 120 0,1 0 ; as 
Mazeration 
der Magen- oe u 0,1 0,1 — 
schleimhaut| 72 0 0 0,1 Ke 
(Kaninchen) 
Pr 2,0 | 120 0 0 0,1 at 
TABELLE IV. 


Wirkung des Darmsafts (Hund) oder der Lebermazeration (Kaninchen) 
auf Caseinopepton, Caseino- und Gelatinopepton. 
Versuchsansatz: 20 ccm 1%iger Substratpufferlésung (PH 7,8) +2 cem Darm- 
saft (Hund) oder 2 ccm Lebermazeration (Kaninchen) + Toluol; bei 37°C 
digeriert. 
Kontrollversuch: 2cem Darmsaft oder Lebermazeration+ 20 cem Pufferlésung 
(PH 7,8) ohne Substrat+Toluol; bei 37°C digeriert. 


Acidititszunahme in 5 cem Digestat (ccm 0,1 n-NaOH) 


Zeit Gelato- Caseino- Caseino- Witte- Ganein 
(Std.) trypton trypton pepton Pepton 
_ 5 0,55 0,20 0,30 —_— _— 
armsaft = S = 
(nnd) 24 ality 0,40 0,75 O75 = 
PH 7,8 72 1,60 1,30 1,15 1,40 ma 
(ign 755) (Pu 7,5) (PH 7,5) (Px 7,4) 
Leber- 24 0,7 0,8 0,3 — 0,1 
mazeration a 
(Kaninchen) 72 0,8 ist 0,4 == 0,05 


Pu 7,8 120 0,8 dei 0,4 os 0,15 
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stimmen sehr eut mit den Beobachtungen von oben angefiihrten 
Autoren iiberein, und man méchte infolgedessen das Trypton als 
eime niedrigere Abbaustufe der Proteinstoffe als das Pepton im 
Sinne dieser Autoren auffassen. 


EXPERIMENTELLER TEI. 


A. Darstellung des Pepsinpeptons aus Casein 
und Gelatine. 


Bei der Peptondarstellung hat man auch Riicksicht auf die 
Angabe von Itzioka (1937) und Mori (1938) genommen. 100 ¢ 
(od. 200g) Casein-Hammarsten (E. Merck) oder Gelatine (Kokko 
C) in 20 (od. 41) Pufferlésung (Pu 2,0 mit HCl) wurden mit 100 
ecm (od. 200 cem) Magenschleimhautmazeration (Brei: Wasser 
=1:4) des Schweins vermischt und unter Toluolzusatz bei 37°C: 
digeriert. Als Kontrolle wurde 11 Pufferlosung (Pu 2,0) mit 50 
ecem Magenschleimhautmazeration ohne Substrat wie beim Haupt- 
versuch digeriert. Wie bei der Tryptondarstellung wurde nach, 
7 tagiger Digestion auch die Digestionsldsung jedesmal unter; 
erneutem Zusatz von 100cem (od. 200cem) Magenschleimhant-. 
mazeration einer weiteren Digestion unter den oben angegebenen 
Bedingungen unterworfen, bis nach der dritten Digestion die 
Zunahme der Aciditét oder des Aminostickstoffs kaum mehr 
bemerkt wurde (Tabelle I). Zur Ausfallung der Peptonkorper 
wurde das von ungeldstem getrennte Digestat nach Neutralisation 
mit Natronlange bei nicht héherer Temperatur als 40°C zu Sirup 
eingeengt, aus dem schliesslich durch Methanol ein sehr hygros-- 
kopischer amorpher Niederschlag ausgefallt wurde. Die Ausbeute 
von Caseinopepton war 37,12 g (Nr. 9) aus 100g und 97,0¢ (Nr.., 
11) aus 200 g Casein-Hammarsten (E. Merck) und die von Gelato-; 
pepton 157,0¢ (Nr. 13) aus 200 g Gelatine (Kokko C). 


Analyse des Peptonkérpers (Asche korrigiert). 


1) Caseino-Pepton Nr. 9. 
3,15 mg Subst.: 1,889 cem 0,02 n-HzSOx, N=16,79% (Kjeldahl). 
10,63 mg Subst.: NH»o-N=0,248 mg =2,33%. 
Amino-N/Gesamt-N =13,88%. 
534,6 mg Subst.: Asche=4,05 mg=0,76%. 
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2) Caseino-Pepton Nr. 11. 
3,13 mg Subst.: 1,858 com 0,02 n-H2SO,, N=16,61% (Kjeldahl). 
10,32 mg Subst.: NH»-N =0,236 mg =2,29%. 
Amino-N/Gesamt-N 13,79%. 
613,5 mg Subst.: Asche =3,93 mg=0.64%. 
3) Gelato-Pepton Nr. 13. 
3,03 mg Subst.: 1,855 cem 0,02 n-H2SO., N=17,13% (Kjeldahl). 
9,52 mg Subst.: NHeN=0,207 mg=2,17%. 
Amino-N/Gesamt-N =12,68%. 
692,5 mg Subst.: Asche =3,5 mg=0,51%. 


B. Enzymlosungen. 


1) Pankreassaft: Den frischen Saft sammelte man aus der 
am Hunde angelegten Pankreasfistel nach einer gewohnlichen Mahl- 
zeit mit Milch und bewahrte unter Toluolzusatz im Hisschrank auf. 
Nach dieser Aufbewahrung erwies sich Selbstaktivierung des Saftes, 
der aber keine hydrolysierende Wirkung auf Diglycin zeigte. 

Bei der Aktivierung des unaktiven frischen Saftes verwendete 
man das von LErepsinwirkung befreite Kinasepulver aus der 
Diinndarmschleimhaut des Schweins (nach Kawarada, noch 
nicht veroffentlicht). 

2) Darmsaft: Aus der Thiry-Vellaschen Schlinge,* die 
am Hunde angelegt wurde, wurde der frische Darmsaft gesammelt 
und unter Toluol im Eisschrank aufbewahrt. 

3) Magensaft: Fiir die freundliche Lieferung des Magen- 
saftes, der aus dem kleinen Magen des Hundes gewonnen wurde, 
sei hier Herrn Prof. Dr. Satake im physiologischen Institut 
herzlichste Dankbarkeit ausgesprochen. 

4) Den Mazerationssaft entweder der Leber oder der 
Magenschleimhaut (Schwein) bereitete man unter guter Zermah- 
lung des Breis mit dem dreifachen Volumen Glycerin-Wasser 
(1:1) und er wurde unter Toluol im Hisschrank aufbewahrt. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


In der vorliegenden Arbeit wurde eine vergleichende Beobach- 


*) Herren Prof. Dr. Satake und ausserord. Prof. Dr. Wada ist Verf. 
fiir die Anlegung der Darmfistel zu Dank verpflichtet. 
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tung des enzymologischen Verhaltens des Gelato- und Caseinotryp- 
tons aus Pankreassaftdigestat mit demjenigen des entsprechenden 
Peptons ausgefiihrt. 

1. In guter Ubereinstimmune mit den Angaben von Itzioka 
(1936) und auch von Mori (1938) zeigten die Tryptonkérper eine 
starke Resistenz jeder weiteren Trypsinwirkung (aktiviertem 
Pankreasaft) gegentiber und wurden durch Pepsin-Salzsiure nicht 
angeegriffen, wahrend das Pepton durch den frischen aktivierten 
Pankreassaft des Hundes hydrolysiert werden konnte. 

2. Das Trypton konnte durch den frischen Darmsaft des 
Hundes gespalten werden und auch durch die Lebermazeration 
bei schwach alkalischer Reaktion. 
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Much literature’) has accumulated recently with respect to 
heparin, but its chemical nature is still a subject of discussion. 
Jorpes and Bergstrém (1935, 1936, 1937) maintained, after 
studies on very active but amorphous preparations, that it is a 
mucoitinpolysulfurie acid. They identified the aminosugar with 
glucosamine by isolation, but, as to the hexuronie acid, they were 
not able to offer any affirmative evidence for glucuronic acid. 
They stated that all the nitrogen is linked with acetyl, on the basis 
that the amino group of glucosamine was not present in a free 
state and that acetyl could be split up by sulfurie acid (10%), 
though only to the extent of half the caleulated amount. By 
heating with p-toluenesulfonie acid, acetic acid was not obtained at 
all. In the meantime, Charles and Scott (1936) sueceeded in 
crystallizing heparin as barium salt, which was about twice as active 
as the purest preparation of Jorpes, and they not only denied 
the presence of glucuronic acid from colour tests, but also found 
that a part of the nitrogen takes the form of a free amino group. 
According to these authors, nitrous acid as well as formaldehyde 
inactivates the substance and therefore the free amino group is 
associated with the physiological activity of heparin. Elementary 
analysis gave the formula C2;H6;O50N28; for the free acid. The 
sodium salt of heparin which was prepared more recently by 


1) Wilander as well as Reinert and Winterstein gave comprehen- 


sive reviews. 
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Astrup and Jensen was, though not erystalline, markedly 
related to the preparations of Charles and Scott, because it was 
composed according to the formula CsgH44041N284 corresponding 
to free heparin and contained 0.31% amino nitrogen (Van Slyke). 

We thought a clue might be suggested as to the make up of 
heparin if the analytical procedures which we have hitherto used 
for the investigation of glycoproteins were applied to the crystalline 
heparin. With this prospect, we prepared lung heparin by strictly 
following the description of Charles and Scott. The crystals 
obtained were more, or at least not less, anticoagulative than theirs. 
On the contrary, however, our analysis did not confirm their claim 
of results fairly concordant with those of Jorpes. Naphthore- 
sorcinol and Molisch tests were distinctly positive for uronic acid 
and the furfural yield amounted as a hexuronic acid to one 
equivalent per equivalent weight of glucosamine. A free amino 
group and acetyl (p-toluenesulfonic acid method) were not detected. 

Jorpes and Bergstrém failed to form saccharie acid by 
oxidation of heparin, and said that it was probably due to the 
high resistance of heparin towards acid hydrolysis and the com- 
paratively low stability of the glucuronic acid in it. According to 
our experience, identification of an uronic acid in such a stable 
compound is accomplished most expediently and accurately by the 
color reactions to indole and of orcinol. As will be seen in the 
experimental part, the intensities of colour developed by these 
reagents coincided well with each other, when expressed as glucuro- 
nic acid, and also with the furfural yield; whereas, when expressed 
as galacturonic acid, they differed greatly from each other. We 
were therefore able to establish the glucuronic acid identity of the 
uronic acid. 

The remaining problem bears on the amino nitrogen. Corre- 
sponding to the preparations of Jorpes and Bergstrém, ours 
was devoid of a free amino group, and on the other hand, did not 
give acetyl on treatment with p-toluenesulfonic acid. Jorpes and 
Bergstroém maintained, as already mentioned, that the amino 
group is acetylated as in mucoitin, for the reason that they could 
obtain acetic acid by heating with 10% sulfuric acid. This how- 
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ever, is untenable, since we found that this extremely drastic treat- 
ment forms acetic acid from glucuronic acid, a constituent of 
heparin, and at that the amount produced per mol compared with 
their crop from heparin. The amino group of glucosamine must 
be bound otherwise. The ash (BaSO4) content after ignition 
showed that barium takes up 16.3% of the preparation, which is 
much less than its value (28.71%) calculated on the assumption 
that all the sulfuric acid rests and that the carboxyl partake in 
making barium salt. One of the sulfur atoms might be present 
in the form of sulfaminie ester C-O-SOs-NH-C. If so, the actual 
content of barium reaches 87.5% of the calculation. 


EXPERIMENTS. 


1. Preparation of crystalline barium salt of heparin, 

its physical property and physiological 
potency. 

The procedures of Charles and Scott (1933, 19386) were 
followed, as exactly as possible and 138mg of microcrystalline 
barium salt were obtained from 80 kg of ox lung. It was very 
readily soluble in water. The substance was dried in vacuum and 
over P2O; at room temperature. 


0.25 x 3.01062 _ 4.35.86°. 
0.02096 x 0.9990 x 1 


[ep = 


The physiological activity was estimated by the method of 
Chargaff, Bancroft and Stanley-Brown (1936), which is 
deemed the most logical of those recently elaborated, and was seen 
to have 2400 inhibitory units. The preparations of Charles and 
Seott were 22 times as active as the product from Hynson, 
Westcott and Dunning Ine., which contains about 70 units. 
Therefore the preparations of Charles and Scott had a potency 
of about 1500 units. Ours must be more or at least not less active. 


2. Analyses of our heparin salt. 


The quantitative analytical procedures employed in this series 
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of investigations gave the figures embodied in Table I. The details 
will be appended at the end of this paper. 


TABLE I. 
Analyses In per cent De ee 
Total nitrogen” 2.08 1.01 
Glucosamine” 26.40 1.00 
Glucuronie acid 
i Furfural method” 28.72 
ii Orcinol method” 28.30 
iii Indole method” 28.97 
Mean 28.67 1.00 
Acid-hydrolyzable sulfur” 8.69 1.84 
(equivalent as sulfuric 
acid monoester ) 
Acetyl” 0.0 
NH:2-nitrogen” 0.0 
Ash 27.69 


1) Micro-Kjeldahl method. 2) Masamune-Nagazumi method. 
3) Tanabe method. 4) Tillmans, Philippi and Ozaki’s and 
Dische’s methods. Cf. Ozaki (1936), Hisamura (1937), and Masamune 
and Hisamura (1938). 5) Cf. Suzuki. 6) Suzuki's modification of 
Friedrich, Rapoport and Sternberg’s method. 7) Micro-Van Slyke 
method. 


The substance gave no biuret reaction and total nitrogen corre- 
sponded to the glucosamine content. The Molisch test gave the 
genuine green colour which is characteristic for uronic acid. As 
violet or at least blue appears when ordinary sugar is present to- 
gether with uronic acid, the latter is the sole non-amino sugar in 
heparin. The substance also gave a distinctly positive naphthore- 
sorcinol reaction for it (Neuberg-Saneyoshi). It was also seen 
that the intensities of the colours developed by orcinol and by 
indole coincided fairly well, when expressed as glucuronic acid, 
not only with each other but also with the value calculated from 
furfural yield, whereas they differed extremely from each other, 
when expressed as galacturonic acid, as will be cited in 3. 
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The contents of total nitrogen and sulfur were not coincident 
with those’ observed by Charles and Scott, and what is still 
more noteworthy was that no free amino group was involved. The 
amounts of sulfur and barium suggest that our product is made 
chiefly of a disulfuric ester in which one of the sulfuric acid rests 
takes the form of esteramide, as has been discussed already. 


3. Preparation of galacturonic acid and its orcinol 
and indole reactions. 


Galacturonic acid was prepared by the procedures of Link 
and Dickson from its barium salt which had been obtained from 
pressed beet pulp?’ according to Burkard.®) The erystalline 
product proved authentic, because it melted at 159°C and the 
optical rotation was 53.28° after 24 hours in water. 

0.39 x 2.00896 


a}? — =+ 53.28 
lap 0.01472 x 0.99901 


The substance was dissolved in water in various concentrations 
and the strengths of colour developed by Dische’s and Tillmans- 
Philippi’s reagents”) were measured (Table II). 0.01% glucose 


TABLE II. 

Concentration of Reading of colorimetry (mm) 

galacturonic acid 

in solution (%) Orcinol reaction Indole reaction 
0.067 5.76 7.10 
0.047 7.82 10.32 
0.033 10.54 14.70 
0.023 14.06 18.92 
0.016 19.57 26.02 
0.011 26.57 


1) N: 1.63 and 1.73%; S: 9.24 and 9.36%. 

2) Kindly supplied by the Meiji Sugar Company. 

3) Described in the paper of Neuberg and Kobel (1981). 
4) Link and Dickson: +53,.59°. 

5) Of. Ozaki (1986). 
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solution was used for the standard of colorimetry and the latter 
was set at 20 mm. 

When calculated from the curves of the readings, the degree 
of coloration by the orcinol reaction of our heparin preparation 
corresponds to 32.04% galacturonic acid of the substance, whereas 
that by the indole reaction corresponds to less than 16%. 


4. Formation of acetic acid from mentholglucurome acid, when 
the latter is treated with 10% (volume) sulfuric acid 
in a similar manner to that of by Jorpes and 
Bergstrém for detection of acetyl in heparin. 


17.27 mg of mentholglucuronie acid! were boiled for 3 hours 
with 10 ce. of 10% (volume) sulfurie acid under a reflux, which 
was so set up as to be turned down when the solution is distilled 
as follows: Distillation was made with steam, after the addition 
of 2. gm. of sodium sulfate (anhydrous), the original volume being 
retained. The distillate was titrated, taking phenolphthalein as 
an indicator, with 0.ln NaOH. The NaOH solution used was 
0.387 ce. in the main run and 0.12 ce. in the blank. Acid distilled 
was 1.07 mg as CH3CO. 

A distillate similarly obtained in another run was condensed, 
after neutralization, by vacuum distillation to’a few ec. and then 
dried up in a dessicator over P2O;. The residue gave characteris- 
tie crystals of sodium uranyl acetate in the form of tetraeder 
(Kriiger and Tschirch). 

The mentholglucuronie acid mentioned above contains 9.10 mg 
of glucuronic acid, a quantity which is bound in the molecule of 
heparin with 8.40 mg of glucosamine, and this weight of glucos- 
amine combines 2.02mg of acetyl, if N-acetylated. Therefore, 
53.0% of the assumed content of acetyl is derived from glucuronic 
acid by the sulfuric acid treatment of heparin. The crop by 
Jorpes and Bergstrém was 50%. Hence, the acetic acid they 
obtained is not supposed to be the one pre-combined. 


1) A biosynthetic preparation, air dried and containing two molecules of 
crystal water. 
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SUMMARY. 


1. Crystalline barium salt of heparin was prepared from ox 
lung according to Charles and Scott. 

2. Hexuronic acid contained was identified with glucuronic 
acid. 

3. Glucuronic acid was present in the equivalent proportion 
to glucosamine of 1 to 1, as in mucoitin. 

4. None of the amino group of glucosamine was free, but it 
is not considered as acetylated, contrary to the case in mucoitin 
obtainable from vitreus humor, umbilical cords and other sources. 

5. Our heparin barium salt contained 1.84 equivalents of 
sulphur when expressed as sulfomonoester. 

The expenses of this work were defrayed by the Toshogu 
Tercentenary Memorial Endowment, which is gratefully acknowl- 
edged. 
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Analytical data of the heparin salt. 


All except ash were analysed after the substance had been dried constant in 


vacuo at room temperature over P2Os. 


Nitrogen. 
8.52 mg substance: 0.18 mg N (2.11%). 
11.75 mg es : 0.24mg N (2.04%). 


Glucosamine. 
Substance taken for HCl-treatment: 31.41 mg 
” a » colorimetry: 2.50 mg 
Reading of colorimetry: 11.0 mm 
Glucosamine: 0.66 mg (26.40%). 


Glucuronie acid. 
1) By the furfural method. 
5.50mg substance: 0.2256mg furfural [1.58mg _ glucuronic acid 
(28.72%) ]. 
2) Orcinol method. 


Cone. of the substance in the solution applied for colorimetry: 0.098%. 

Reading: 11.0 mm. 

Glucuronie acid: 0.02775 gm. in 100 ce. of the solution (28.31% of the 
substance). 

3) Indole method. 

Cone. of the substance in the solution applied for colorimetry: 0.098%. 

Reading: 28.7 mm. 

Glucuronice acid: 0.0284 gm. in 100 ce. of the solution (28.97% of the 
substance). 

Acid-hydrolyzable sulfur. 


(Hydrolyzing agent, 20ce. of In. H2SO:. Duration of hydrolysis: 
10 hours). 


12.77 mg substance: 8.09 mg BaSQ, [1.11 mg § (8.69%) ]. 


Acetyl. 


50.88 mg substance: 0.0 mg acetyl. 


Amino-nitrogen. 


6.98 mg substance: 0.0 mg NH>»-nitrogen. 


Ash (Microanalysis). 


The substance was dried constant at 30-40°C, 
3.405 mg substance: 0.943 mg ash (27.69%). 
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Mucoid preparations were obtained from ox sclera by extract- 
ing with half-saturated Ca(OH). solution and precipitating out 
by means of HCl. 

Their protein reactions will be given in the experimental part. 

The findings in regard to the carbohydrate part were the 
following : 

1. Acid-hydrolysable sulfur amounted to only half the 
equivalent of hexosamine. 

2. The Molisch test and other analyses revealed that 
hexuronic acid, probably glucuronic acid, is the sole or at least 
the main nonamino-sugar-constituent of the carbohydrate part. 
Ordinary sugar was detected, but the amount was so small that it 
seemed to be a mere impurity, although the possibility is not ex- 
cluded that such a simple protein, involving a trace of hexose- 
hexosamine complex, as was seen by Tanabe in saliva mucin, 
takes part in making up the mucoid. 

3. Glucuronic acid appeared to be present in an equivalent 
amount to hexosamine, as will be discussed below in the analytical 
figures. 

These results suggest that the prosthetic group is composed of 
an itin and an itinsulfurie acid. As early as 1918, Levene and 
Lopez-Suérez reported that they had isolated not only chondros- 
amine but also glucosamine from sclera tissue, and on the other 
hand, recent investigations (Meyer and Palmer; Suzuki) dis- 


al 
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closed that mucoitin exists in several tissues uncombined with 
sulfurie acid, whereas chondroitin have been separated always as 
a sulfuric ester. Judging from these facts, mucoitin as such and 
chondroitin as sulfuric acid ester are seemingly involved together 
in the present mucoid, although separation of these polysaccharides 
has not been successful in several attempts. That sclera has two 
kinds of mucoid, one containing mucoitin and the other containing 
chondroitinsulfurie acid, is not improbable. Investigation in this 
connection is now being undertaken. 


EXPERIMENTAL. 
Preparation of the mucoid. 


Ox eyes were freed from muscle with tendons and from 
adhering connective tissue, then the vitreus humor, cornea and 
lens were removed. The remainder was washed, and dehydrated 
by placing in alcohol (95%) several days for storing, after having 
dissected off the parts circumferential in situ to cornea and optic 
nerve (0.5 and 0.3em wide respectively). Before preparation of 
the mucoid, the choroid and retina were removed and the sclera 
was washed and finally cut into small pieces. To these the proce- 
dures which Hawk and Gies employed for separating osseomucoid 
were adapted. The details will be cited in the following. 

50 seleras (50 gm.) minced were suspended in 400 ce. of half 
saturated Ca(OH). solution, a little thymol added as alcoholic 
solutions and the mixture was shaken at room temperature for two 
days. The tissue was extracted again in a like manner.!) The 
extracts were combined and 0.2% HCl solution was added until pH 
was moved to about 5.8, whereupon precipitation occured. The 
deposit was collected and washed with 30 ee. of 0.2% HCl and two 
changes of 30 ce. distilled water. Solubleness of the substance did 
not allow further washing. It was purified by repetition of the 
above procedures, boiled for two days with quantities of an aleohol- 
ether mixture (1:1) under reflux and finally dried constant in vacuo 


1) Extraction was repeated further on, but no acid-precipitable substance 
was obtainable. 
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over P.O; at room temperature. Yield, 380mg (Prep. 1), 320 mg 
(Prep. II), and 400mg (Prep. III). In one attempt, the first 
and the second extracts of tissue were separately operated with 
mineral acid and 210mg (Prep. A) and 190mg (Prep. B) were 
obtained. 


Tests of the Mucoid Specimens. 


The specimens gave biuret (violet), xanthoprotein, Millon, 
Sakaguchi (intensively red), and Ehrlich diazo (orange red) 
reactions. The Molisch test gave a green ring margined on the 
upper side with a pale red layer, suggesting that the carbohydrate 
part is devoid of ordinary sugar almost entirely. Phosphorus was 
present but only in trace. Hopkins-Cole and Morse reactions 
could not be recognized. 

Ammonium sulfate (at half saturation), phosphotungstic acid 
with sulfuric acid, trichloracetic acid, and tannic acid precipitated 
them markedly, while mercuric acetate and chloride caused only 
turbidity ; and ferrocyanide with acetic acid as well as heating were 
not effective at all. 

The Blix test for aminosugar was given. Both naphthore- 
soreinol and aniline acetate tests indicated the presence of hexuronic 
acid. 


Quantitative Analyses of the Mucoid and Comments. 


Analyses were made by the methods used in the previous 
works of this series of papers. The figures will be seen in general 
in Table I. 

1. The average value of aminosugar comes to 11.34% as 
chondrosamine and 10.35% as glucosamine. The corresponding 
contents of glucuronic acid should be 11.29 and 11.22%, if amino- 
sugar and glucuronic acid are assumed as present in an equivalent 
ratio, whereas its amount (average), calculated from furfural 
yields, was 10.79%. The discrepancies seem legitimately explain- 
able by Tanabe’s remark that chondroitinsulfurie acid gives less 
furfural than readily hydrolysable glucuronides. 

2. The indole and orcinol reactions gave figures of glucuronic 
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TABLE I. 
The figures are expressed in per cent. 


Analyses Prep. I. Prep mule Prep. A. Prep. B. 


N. 16.98 17.07 16.37 17202 
Reduction power”, 
after hydrolysis, 
as glucose 


1. Total reduction 16.03 15.10 15.44 
2. Carbohydrate 
reduction 12.62 12.64 12.28 12.19 
Aminosugar as 
i, Chondrosamine 11.83 11.14 11.26 113 
ii, Glucosamine 10.39 10.29 10.15 10.58 
CHs:CO 3.01 3.04 3.03 3.30 


Glucuronie acid 


i. By furfural 


method 10.86 11.05 10.96 10.28 
ii. By indole 
method” 15.51 14.82 14.88 14.63 
iii. By orcinol 
method” 14.44 13.74 13.95 14.02 
Sulfate-S 1.00 ily 0.91 ial 
Ash 0.97 0.91 0.86 0.95 


1) Hydrolysis: 3 hours. 
2) The indole and orcinol reactions were carried out, after hydrolyzing 
the mucoid with 1 n. HoSO. solution (10 ¢e¢., 1h.) in a sealed tube and 


by treating with phosphotungstie acid, as when carbohydrate reduction 
is measured. 


acid exceeding to some extent the equivalent values of aminosugar. 
The excess was 2-3%. This reaches at most 1%, when converted 
into an aldohexose. The hydrolysate of Prep III, which had been 
removed from glucuronic acid by the Masamune-Tanabe method, 
in fact developed colours by these reagents as deep as corresponds 
to about 1% as galactose and gave a purple colour by the Molisech 
test. 

3. Hexosamine is monoacetylated. Although actual analyti- 
cal figures of acetyl were a little more than one equivalent per 
equivalent weight of hexosamine, it is regarded as due to volatile 
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acids from the protein part and the sugars, since the quantity 
of these acids is not negligible when the acetyl content is small. 

4. The figures of sulfate-sulfur (mean: 1.07%) indicate that 
it is present as much as half the equivalent of aminosugar. 


Attempts to separate itin from itinsulfuric acid. 

1. An attempt was made to separate the alleged mucoitin 
from the mucoid by shaking the solution of the latter with a 
chloroform-amylaleohol mixture. But precipitation scarcely oc- 
cured on the addition of glacial acetic acid to the watery layer 
after centrifuging (ref. Suzuki). 

2. Separation of the polysaccharides from each other after 
their preliminary isolation from the protein part was attempted as 
follows: 

4 om. of the mucoid, newly prepared, were dissolved in 300 ee. 
of ice-cooled 2% NaOH solution and placed in an ice chest for 
5 hours. The solution was neutralized with 30% acetie acid, 
agitated with an excess of barium carbonate powder on a bath for 
12 hours. Water was added from time to time. The mixture 
was centrifuged and the solution was submitted again to a similar 
treatment with barium carbonate. After centrifuging again, the 
solution was evaporated on the bath to a small volume, and frac- 
tionated with glacial acetic acid. The first fraction was obtained 
by adding 1 volume of glacial acetic acid and the second by adding 
20 volumes of the acid, after removal of the first precipitate. Both 
were then washed with alcohol and ether and finally dried in vacuo 
over P.O;5 at room temperature. 

However, the portions contained similar quantities of acid- 
hydrolyzable sulfur (3.6 and 3.8%). 


SUMMARY. 
1. Seleramucoid was prepared, and its chemical properties 


were tested. 
2. The carbohydrate part appeared to contain mucoitin as 


such and chondroitin as sulfuric ester. 
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